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В основе нормального функционирования взрослого организма лежат механизмы поддержания го-
меостаза, регуляции процессов репарации и регенерации тканей. Важную роль в регуляции этих
процессов играет особая группа постнатальных стволовых клеток – мультипотентные мезенхимные
стромальные клетки (МСК). Функциональная активность МСК находится под строгим нейроэндо-
кринным контролем. В данном обзоре рассмотрены особенности механизмов регуляции гормо-
нальной чувствительности МСК. Поскольку большинство эндокринных гормонов и нейромедиа-
торов действует на МСК через G-белок-ассоциированные рецепторы (семидоменные рецепторы),
в данной работе фокус делается именно на рассмотрении механизмов регуляции чувствительности
с участием таких рецепторов. Механизмы регуляции гормональной чувствительности клеток вы-
строены в последовательность от самых простых и наиболее хорошо изученных – путем фосфори-
лирования рецептора – до таких сложных механизмов как регуляция гетерогенной популяции кле-
ток ткани как целого, где выделяются клетки-сенсоры и клетки-эффекторы сигнала.
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DOI: 10.31857/S0475145022030028

ВВЕДЕНИЕ

В основе поддержания нормального функцио-
нирования тканей человека лежит способность
большинства тканей и органов к постоянному об-
новлению и регенерации возникающих повре-
ждений. В целом, появление новых клеток ткани
может происходить по одному из трех механизмов:
пролиферация уже дифференцированных клеток,
деление и дифференцировка стволовых клеток
ткани и трансдифференцировка клеток, диффе-
ренцированных в другом направлении (Clevers,
2015). Разные ткани организма отличаются пре-
имущественной представленностью одного или
другого способа обновления и регенерации. Напри-
мер, печень регенерирует преимущественно за счет
деления терминально дифференцированных кле-
ток паренхимы (Duncan et al., 2009), новые клетки
эндотелия в процессе ангиогенеза появляются в ре-
зультате частичной дедифференцировки и проли-
ферации имеющихся эндотелиальных клеток
(Patan, 2004). Тем не менее, большинство тка-
ней организма обновляется и регенерирует за счет
функциональной активности стволовых клеток.

Классически понятие стволовой клетки опре-
деляется возможностью дифференцироваться в
другие клетки и способностью к самообновлению
(Clevers, 2015; Slack, 2018). Более точное опреде-
ление стволовой клетки включает в себя помимо
этих двух признаков также способность к самопод-
держанию в течение длительного времени и функ-
ционирование в контексте локального микроокру-
жения, которое регулирует активность стволовой
клетки (ниша) (Li, Xie, 2005; Терских и др., 2007;
Nimiritsky et al., 2019). Тем не менее, и это определе-
ние в настоящее время подвергается некоторому
пересмотру в связи с тем, что для ряда стволовых
клеток, например, нейрональной, стало понятно,
что понятие самообновление к ней не применимо.
Нейрональные стволовые клетки находятся в по-
кое и практически не делятся. После активации
стволовой клетки и начала ее пролиферации и са-
мообновления она превращается в прогениторную
клетку, способную к самоподдержанию лишь огра-
ниченное время (Song et al., 2012). Более того, для
ряда тканей, например, для крипт тонкого кишеч-
ника (в случае стволовых клеток основания крип-
ты) или яичка (в случае смерматогониальной
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стволовой клетки), невозможно говорить о кон-
кретной физически существующей стволовой
клетке, а можно говорить о группе клеток, обла-
дающей стволовой функцией (Klein et al., 2010;
Clevers, 2013, 2015).

Важной группой стволовых клеток взрослого
организма (постнатальных стволовых клеток) яв-
ляются мультипотентные мезенхимные стромаль-
ные клетки (МСК). МСК выявляются в большин-
стве тканей организма и выполняют две ключевые
функции. Во-первых, это непосредственно стволо-
вая функция – возможность дифференцироваться
в ряд направлений. Во-вторых, крайне важная ре-
гуляторная функция. МСК выступают важными
регуляторами и координаторами функций ткани,
в которой они находятся, формируя и поддерживая
строму ткани. Понятие строма в широком смысле
включает в себя не только формирование внекле-
точного матрикса, окружающего дифференциро-
ванные клетки ткани. Под стромой понимается
также набор паракринных и контактных регуля-
торных воздействий, контролирующих функции
этих клеток, процессы репарации, регенерации и
обновления ткани. МСК ответственны за поддер-
жание гомеостаза, регуляцию процессов ангиоге-
неза и нейрогенеза, регуляцию иммунных реак-
ций (Калинина и др., 2011).

Функциональная активность стволовых кле-
ток находится под строгим регуляторным кон-
тролем нервной и эндокринной систем организ-
ма. Действуя через рецепторы, представленные
на поверхности клеток, гормоны и нейромедиа-
торы регулируют такие функции стволовых клеток
как пролиферация, миграция, перестройки мета-
болизма, дифференцировка. Это, в свою очередь,
ведет к изменению функционального состояния
ткани. С другой стороны и сама гормональная чув-
ствительность клеток и тканей в целом является
предметом регуляции, что важно для адаптации си-
стем организма к изменяющимся условиям внеш-
ней среды. В настоящее время показано множество
различных механизмов регуляции чувствительно-
сти клеток к гормонам, однако большинство из них
ограничивается модельными объектами, такими
как стабильные клеточные линии. Непосредствен-
но на стволовых клетках ведется мало исследова-
ний механизмов регуляции гормональной чув-
ствительности в связи с тем, что эти клетки край-
не трудны в работе. Постнатальные стволовые
клетки в культуре имеют ограниченное время
пассирования, при выходе из ниши эти клетки
быстро меняют фенотип и коммитируются. Ство-
ловые клетки эффективно защищены от введе-
ния в них чужеродного генетического материала.
Это ограничивает возможность экспрессии в них
экзогенных белков, в частности, генетически-ко-
дируемых биосенсоров для изучения внутрикле-
точных сигнальных процессов. В связи с этим в
настоящее время существует мало работ, фокуси-

рующихся на изучении регуляторных механизмов
внутриклеточной синализации именно в постна-
тальных стволовых клетках. Тем не менее, имею-
щиеся работы показывают существование в этих
клетках уникальных регуляторных механизмов,
которые не встречаются в дифференцированных
клетках организма.

В данном обзоре будут рассмотрены механиз-
мы регуляции гормональной чувствительности
постнатальных стволовых клеток, в первую оче-
редь, МСК. Осознавая, что рецепторы цитокинов
и факторов роста, а также внутриклеточные ре-
цепторы представляют огромное множество пу-
тей изменения их активности, мы ограничимся
рассмотрением механизмов регуляции МСК к
гормонам, активирующим G-белок ассоцииро-
ванные рецепторы (семидоменные рецепторы).
Механизмы регуляции гормональной чувстви-
тельности клеток мы выстроили в последователь-
ность от самых простых и наиболее хорошо изу-
ченных – путем фосфорилирования рецептора –
до таких сложных механизмов как регуляция гете-
рогенной популяции клеток и ткани как целого, где
выделяются клетки-сенсоры и клетки-эффекто-
ры сигнала.

ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ-
ДЕФОСФОРИЛИРОВАНИЕ РЕЦЕПТОРА
В группу процессов, описываемых регуляцией

гормональной чувствительности на молекуляр-
ном уровне, мы отнесли механизмы, для реализа-
ции которых может быть достаточно одной моле-
кулы рецептора в комплексе с активируемыми ею
внутриклеточными сигнальными каскадами. Эта
группа включает в себя процессы изменения срод-
ства рецептора к гормону, механизмы регуляции
сопряжения рецептора и активируемых им внутри-
клеточных сигнальных каскадов, изменение до-
ступности компонентов сигнальных каскадов для
активированного рецептора, а также взаимодей-
ствие с другими рецепторами путем гетеро- и го-
мо-олигомеризации рецепторов.

Давно известным и наиболее хорошо изучен-
ным механизмом регуляции сродства семидомен-
ных рецепторов к их лигандам является фосфори-
лирование их С-концевого цитоплазматического
домена. Лиганд-связанный рецептор активирует
тримерный G-белок, результатом чего является
запуск либо фосфоинозитидного обмена, каль-
циевой сигнализации и протеинкиназы С (ПКС),
либо аденилатциклазы и циклического аденозин-
монофосфата (цАМФ), который активирует про-
теинкиназу А (ПКА). ПКС и ПКА могут фосфо-
рилировать цитоплазматический С-концевой до-
мен семидоменных рецепторов, что приводит к
снижению сродства рецептора к тримерному
G-белку. Как следствие, происходит уменьшение
интенсивности активируемых сигнальных каска-
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дов при неизменной концентрации гормона. По-
скольку ПКС и ПКА могут активировать как гор-
мон-связанные молекулы рецептора, так и свобод-
ные от гормона, этот тип десенситизации называют
“независимая от агониста десенситизация” (non-
agonist-specific desensitization). Кроме того, этот тип
десенситизации часто относят к типу гетерологиче-
ской десенситизации, поскольку активированные
протеинкиназы могут фосфорилировать не только
ту молекулу рецептора, которая привела к их ак-
тивации, но и другие семидоменные рецепторы
(Rockman et al., 2002; Gurevich, Gurevich, 2019).
Альтернативным путем фосфорилирования ак-
тивного рецептора является путь гомологической
десенситизации, по-иному, “зависимая от агониста
десенситизация” (agonist-specific desensitization).
При этом активный лиганд-связанный рецептор
привлекает киназу G-белок-ассоциированных ре-
цепторов (GRK), которая фосфорилирует только
гормон-связанные молекулы рецептора, снижая
их сродство к G-белку (Rockman et al., 2002;
Gurevich, Gurevich, 2019).

После прохождения десенситизации молекулы
рецепторов могут вернуться в исходное состояние
путем дефосфорилирования. Протеин-фосфатазы
(PP), осуществляющие дефосфорилирование ре-
цепторов, могут находиться как в растворимой фор-
ме, так и входить в состав сигнальных супер-ком-
плексов, собирающихся на каркасных белках для
проведения сигнала от рецептора. Многие каркас-
ные белки, связывающие цАМФ-зависимую ПКА,
(A-kinase-anchoring protein, AKAP), например,
AKAP250 Gravin, содержат также и PP2A, дефос-
форилирующую рецепторы (Lin et al., 2000). Та-
ким образом, процессы фосфорилирования и де-
фосфорилирования рецептора осуществляются в
связке для тонкой настройки чувствительности
рецептора и интенсивности проведения сигналь-
ного каскада в соответствии с изменяющимися
внешними условиями.

Фосфорилирование семидоменных рецепто-
ров исторически считается ассоциированным с
быстрой десенситизацией. Тем не менее, показан
ряд механизмов, связанных с фосфорилировани-
ем рецепторов, которые приводят к переключе-
нию внутриклеточного пути передачи сигнала
(рис. 1). В норме β-адренорецепторы взаимодей-
ствуют с тримерным Gs-белком и активируют сиг-
нальный каскад аденилат-циклаза/цАМФ/ПКА.
Однако в кардиомиоцитах избыточная стимуляция
β-адренорецепторов и длительная активация ПКА
приводит к фосфорилированию рецептора. Фос-
форилированные β-адренорецепторы проявля-
ют повышенное сродство к тримерному Gi-бел-
ку (Daaka et al., 1997), что ведет к ингибирова-
нию цАМФ-зависимого сигнального каскада, то
есть эффекту, противоположному обычному кле-
точному ответу на стимуляцию β-адренорецепто-

ров. Считается, что в кардиомиоцитах данный
феномен участвует в регуляции выживаемости
кардиомиоцитов. Избыточная активация цАМФ-
зависимого сигнального пути может привести к
гибели кардиомиоцитов, тогда как Gi-опосредо-
ванная сигнализация компенсирует эти негатив-
ные эффекты и повышает выживаемость клеток
(Pönicke et al., 2006).

ИНТЕРНАЛИЗАЦИЯ РЕЦЕПТОРОВ
Фосфорилированный С-концевой домен ре-

цептора связывает каркасный белок β-аррестин,
который выполняет несколько функций (рис. 1).
Первая – он стерически мешает тримерному
G-белку связываться с рецептором, благодаря чему
вероятность активации сигнального каскада ре-
цептора становится еще ниже. Вторая – он привле-
кает белок клатрин, который инициирует процесс
интернализации рецептора. Третья – β-аррестин
связывает протеинкиназу Raf-1 и активирует МАР-
киназный сигнальный каскад, в результате чего
происходит переключение сигнализации с класси-
ческих для семидоменных рецепторов Са2+-зави-
симого и цАМФ-зависимого сигнальных каска-
дов на МАР-киназный, который более характе-
рен для рецепторов факторов роста (Luttrell et al.,
2001; Shenoy, Lefkowitz, 2011; Zang et al., 2021). Та-
ким образом, классические механизмы десенси-
тизации на молекулярном уровне включают в се-
бя фосфорилирование рецептора и его уход с по-
верхности клетки по β-аррестин-зависимому
механизму.

МСК широко используют классические спосо-
бы десенситизации рецепторов, но при этом для
разных рецепторов характерна различная чувстви-
тельность к стимулам, вызывающим десенсити-
зацию. Так, ранее мы показали, что при дей-
ствии ангиотензина 2 на МСК происходит край-
не быстрая интернализация ангиотензиновых
рецепторов AT1R сразу после активации кальци-
евой сигнализации (Sysoeva et al., 2017). Регистра-
ция кальциевой сигнализации на уровне одиноч-
ных клеток показала, что первичная добавка гормо-
на приводит к активации кальциевой сигнализации
более чем в 50% клеток популяции. На повторную
добавку ангиотензина 2 способны ответить лишь 2–
5% клеток популяции. Это связано с тем, что AT1R
интернализуется сразу после связывания лиганда
(Sysoeva et al., 2017). Более того, в качестве индук-
тора интернализации рецептора могут выступать
и антитела к этому рецептору (Ageeva et al., 2018).
β-Адренорецепторы также подвержены интерна-
лизации в МСК при избыточном действии норад-
реналина, но процесс этот осуществляется на про-
тяжении нескольких часов (Tyurin-Kuzmin et al.,
2016). α1- и α2-адренорецепторы в МСК не под-
вергаются десенситизации на протяжении не-
скольких часов, поскольку повторяющаяся сти-
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муляция индивидуальных клеток норадренали-
ном или агонистами адренорецепторов приводит
к воспроизводимым кальциевым ответам на про-
тяжении нескольких часов (Kotova et al., 2014).

Интернализация рецепторов не всегда приводит
к десенситизации. Известны случаи, когда интер-
нализация рецептора является необходимым усло-
вием для повышения его активности. Например,
для рецептора паратиреоидного гормона показано,
что интернализация гормон-рецепторного ком-
плекса приводит к значительному усилению ам-
плитуды и продолжительности продукции цАМФ
(Ferrandon et al., 2009; Воронцова и др., 2021).

ГЕТЕРОДИМЕРИЗАЦИЯ РЕЦЕПТОРОВ
Способом регуляции гормональной чувстви-

тельности на молекулярном уровне является ди-
меризация и олигомеризация семидоменных ре-
цепторов – объединение нескольких рецепторов
в комплекс для проведения сигнала. Димериза-
ция впервые показана и лучше всего изучена для
рецепторных тирозинкиназ, таких как рецептор

эпидермального фактора роста EGFR или рецептор
тромбоцитарного фактора роста PDGFR (Weiss,
Schlessinger, 1998). Тем не менее, в настоящее время
показано, что гомо- и гетеродимеризация является
распространенным механизмом регуляции чув-
ствительности и для семидоменных рецепторов.
CXCR4 является классическим GPCR, связанным
с Gi-белком, активация которого ингибирует
аденилат-циклазу и продукцию цАМФ. CXCR4
в высокой степени склонен к гетеродимеризации.
Так, α1-адренорецепторы, которые являются клю-
чевыми медиаторами вазоконстрикторного дей-
ствия симпатической нервной системы, гетероди-
меризуется с CXCR4 на гладкомышечных клетках
сосудов, что важно для осуществления их функ-
ций (Tripathi et al., 2015; Pozzobon et al., 2016). С
каждым годом накапливается все больше сведе-
ний, указывающих на то, что многие GPCR распо-
лагаются в мембране в виде димеров. Например,
GPCR класса С формируют постоянные гомо- и
гетеродимеры (mGluR, GABAb). Олигомериза-
ция рецепторов в настоящее время рассматрива-
ется, во-первых, как способ повышения вероят-

Рис. 1. Схематическое изображение ключевых механизмов регуляции функциональной активности семидоменных
рецепторов. G-белок ассоциированный рецептор (GPCR) связывает агонист и запускает внутриклеточную сигнали-
зацию посредством активации ассоциированного с ним G-белка (G-белок 1). При этом запускается внутриклеточный
сигнал 1 типа. Фосфорилирование рецептора по его цитоплазматическому С-концу может приводить к нескольким
различным последствиям. Во-первых, десенситизации рецептора – снижению или полному выключению передачи
сигнала. Во-вторых, переключению активируемого рецептором G-белка и, соответственно, изменению активируемо-
го сигнального каскада (Внутриклеточный сигнал 2). В-третьих, ассоциации с рецептором β-аррестина, который так-
же может запускать сигнальные каскады (Внутриклеточный сигнал 3). β-Аррестин, в свою очередь, инициирует ин-
тернализацию рецептора. В составе эндосом рецептор может деградировать, рециклировать обратно на плазматиче-
скую мембрану; сигнал может усилиться или переключиться на Внутриклеточный сигнал 4.
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ности проведения сигнала в клетку при связыва-
нии с лигандом. Во-вторых, как повышение
чувствительности молекулы рецептора за счет
увеличения числа сайтов связывания гормона. В-
третьих, гетеро-олигомеризация может служить
способом переключения сигнального каскада,
который активирует рецептор.

В МСК гетеродимеризация рецепторов способ-
на перенаправлять активируемые рецептором сиг-
нальные каскады, регулируя функциональную ак-
тивность клеток. Как было сказано выше, стимуля-
ция ангиотензином II рецептора AT1R приводит к
его быстрой интернализации (Sysoeva et al., 2017).
Однако в популяции МСК при изучении кальцие-
вых ответов на гормон на уровне одиночных клеток
была обнаружена небольшая субпопуляция МСК,
которая отвечает на добавление ангиотензина II
повторяющимися кальциевыми ответами. Эти
МСК отличаются от большинства клеток популя-
ции, во-первых, экспрессией других изоформ ре-
цепторов группы ангиотензина. Во-вторых, по-
вышенной способностью вступать в адипогенную
дифференцировку. Согласно нашей гипотезе,
AT1R гетеродимеризуется с AT2R или другими
рецепторами ангиотензина, что препятствует его
интернализации. Кроме того, AT2R активирует
PI3-киназный сигнальный каскад, усиливающий
адипогенную дифференцировку этой малой суб-
популяции МСК (Tyurin-Kuzmin et al., 2020a).

ДАУНРЕГУЛЯЦИЯ
Регуляция гормональной чувствительности на

уровне целой клетки включает в себя такие меха-
низмы, при которых меняется чувствительность
клетки как целого, даже при неизменности пара-
метров отдельных молекул рецептора. В эту груп-
пу входят механизмы изменения количества ре-
цепторов, представленных на поверхности клетки,
изменение изоформного состава и ряд других.
Даунрегуляция – это механизм десенситизации
клеток, при котором происходит комплексное сни-
жение представленности рецептора в клетке в целом.
При этом происходит, во-первых, интернализация
и последующая деградация рецептора в лизосомах.
Во-вторых, снижается уровень мРНК рецептора. В
отличие от десенситизации путем фосфорилирова-
ния и интернализации данный механизм приводит
к долговременной десенситизации. Одним из пер-
вых изученных и наиболее известных примеров
является даунрегуляция β2-адренергических ре-
цепторов (Jockers et al., 1999; Qasim, McConnell,
2020). В МСК β-адренорецепторы также подвер-
гаются даунрегуляции, но происходит это не во
всех клетках. Изучение на уровне одиночных кле-
ток изменения представленности β-адренорецеп-
торов в МСК показало, что стимуляция норадрена-
лином в течение 1 ч приводит к сокращению числа
клеток, экспрессирующих β-адренорецепторы, но

не изменяет уровень экспрессии рецепторов на
оставшихся клетках. Например, среднее число кле-
ток, экспрессирующих β2-адренорецепторы, со-
кращалось в 5 раз, а число клеток, экспрессирую-
щих β1- и β3-адренорецепторы, уменьшалось сла-
бее, от 1.5 до 5 раз в зависимости от донора (Tyurin-
Kuzmin et al., 2016, 2018). При этом средняя пред-
ставленность β-адренорецепторов на отдельных
клетках, оцененная при помощи проточного ци-
тометра по интенсивности флуоресценции кле-
ток, меченных антителами к этим рецепторам, у
большинства доноров не изменялась (Tyurin-
Kuzmin et al., 2018). Таким образом, β-адреноре-
цепторы в МСК демонстрируют два варианта ответа
на избыточную стимуляцию гормоном – либо
полная даунрегуляция рецептора, либо устойчи-
вое сохранение представленности рецептора на
поверхности клеток.

Выход рецепторов на поверхность клетки

Помимо снижения представленности рецеп-
торов в клетках гормоны могут вызывать обрат-
ный процесс повышения числа молекул рецепто-
ра. В тех случаях, когда стимуляция одного рецеп-
тора приводит к увеличению экспрессии или
выходу на поверхность других рецепторов, гово-
рят о пермиссивном действии первого рецептора
на второй. Наиболее широкоизвестный пример
пермиссивного действия являют собой внутри-
клеточные рецепторы глюкокортикоидов, кото-
рые оказывают пермиссивное действие на адре-
норецепторы. Эстрогены повышают экспрессию
β1- и β3-адренорецепторов на клетках эндотелия,
что приводит к более выраженной вазодилатации
при действии норадреналина. Более выраженная
вазодилатация может обусловливать более низкие
цифры артериального давления у женщин по
сравнению с мужчинами (Riedel et al., 2019).

ГЕТЕРОЛОГИЧЕСКАЯ СЕНСИТИЗАЦИЯ
Все описанные выше регуляторные процессы

могут взаимодействовать друг с другом, форми-
руя комплексный ответ на внешние воздей-
ствия. Это особенно хорошо видно на примере
явления гетерологической сенситизации (ГС),
описанного нами в МСК. ГС представляет собой
уникальный феномен повышения чувствительности
к действующему на клетку гормону с параллельным
переключением активируемого пути внутриклеточ-
ной сигнализации в ответ на действие норадренали-
на. Мы обнаружили, что при продолжительном воз-
действии на МСК норадреналина, эти клетки, с
одной стороны, снижают чувствительность к гор-
мону через β-адренорецепторы, но, с другой, повы-
шают чувствительность за счет существенного по-
вышения экспрессии α1А-адренорецепторов (Tyu-
rin-Kuzmin et al., 2016). Как было сказано выше, в
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большинстве терминально дифференцированных
клеток длительная активация β-адренорецепторов
приводит к десенситизации клеток и, в некоторых
случаях, к даунрегуляции. Однако в МСК при дей-
ствии норадреналина происходит увеличение
уровня α1А-адренорецепторов через 6 часов после
действия гормона. Дополнительное количество
молекул рецептора синтезируется и выходит на
поверхность клеток, следствием чего является
общее повышение чувствительности МСК к но-
радреналину более чем в 5 раз. Данный эффект
опосредуется активацией β-адренорецепторов или
добавлением активатора аденилат-циклазы фор-
сколина. Сами β-адренорецепторы, запускающие
этот механизм, подвергаются даунрегуляции (Tyu-
rin-Kuzmin et al., 2016). Таким образом, гетерологи-
ческая сенситизация МСК является комплексным
механизмом регуляции гормональной чувствитель-
ности, при котором происходит одновременно да-
унрегуляция одних рецепторов, сенситизация дру-
гих и, как следствие, переключение сигнализации,
активируемой норадреналином в этих клетках.

ОБРАТИМАЯ ПОТЕРЯ ГОРМОНАЛЬНОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЦЕЛОЙ КЛЕТКОЙ

Помимо уникального явления гетерологиче-
ской сенситизации, на МСК был обнаружен еще
один крайне интересный феномен регуляции
чувствительности клеток к действующим гормо-
нам. Мы изучали на уровне одиночных клеток
чувствительность МСК к гормонам, активирую-
щим цАМФ-зависимый сигнальный каскад гор-
монов (Tyurin-Kuzmin et al., 2020b), при помощи
генетически-кодируемого биосенсора, который
регистрирует активацию ПКА на уровне одиноч-
ных клеток (Zhang et al., 2018). Мы обнаружили,
что на действующие гормоны способны отвечать
только около 40% клеток популяции. Эти отвеча-
ющие клетки реагируют на различные гормоны
без выраженной специфичности, одна и та же ин-
дивидуальная клетка формирует ответ на разные
гормоны. Что интересно, вторая часть клеток по-
пуляции не отвечает ни на один из действующих
гормонов (Tyurin-Kuzmin et al., 2020b). Добавле-
ние форсколина, активатора аденилат-циклаз, не
приводит к существенному увеличению числа от-
вечающих клеток, а прямая активация ПКА при
помощи проникающего в клетку аналога цАМФ,
6-Bnz-cAMP, активирует ответ биосенсора во
всех клетках популяции. Эти результаты можно
интерпретировать так: в клетках, не отвечающих
на форсколин, не экспрессируются аденилат-цикла-
зы, что мы и проверили при помощи анализа тран-
скриптома одиночных клеток single-cell RNAseq.
Действительно, по данным single-cell RNAseq, бо-
лее чем в половине клеток популяции МСК не экс-
прессируется ни одной из десяти изоформ адени-
лат-циклаз. Кроме того, мы проверили, способны

ли МСК изменять восприимчивость к действию
гормонов путем регуляции экспрессии аденилат-
циклазы. Для этого мы получили колонии МСК
из потомков одной клетки. Колонии были полу-
чены как из клеток, способных отвечать на дей-
ствие гормона, так и не способных. Оказалось, что
уже через две недели после пассирования клеток в
полученных колониях вновь формируется гетеро-
генность по ответу на гормоны и форсколин –
часть клеток популяции способна формировать от-
вет, часть – нет (Tyurin-Kuzmin et al., 2020b). Таким
образом, МСК способны снижать чувствитель-
ность индивидуальных клеток к действию гормо-
нов за счет обратимого подавления экспрессии
ключевого участника сигнального каскада.

РЕГУЛЯЦИЯ ГОРМОНАЛЬНОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЗА СЧЕТ 

СПЕЦИАЛИЗИРОВАННЫХ ГОРМОН-
ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ КЛЕТОК

К группе процессов, описываемых регуляцией
гормональной чувствительности на тканевом уров-
не, относятся механизмы, для реализации которых
необходимо взаимодействие между различными
функциональными группами клеток в составе од-
ной ткани. В организме стволовые клетки распола-
гаются в клеточной нише. Этот термин описывает
особое микроокружение, необходимое для под-
держания жизнеспособности стволовой клетки, а
также регуляции ее активности в зависимости от
потребностей организма (Schofield, 1978; Raz,
Yamashita, 2021). Подобная регуляция может осу-
ществляться при помощи изменения чувстви-
тельности стволовой клетки к различным гормо-
нальным сигналам. В конечном счете это опреде-
ляет выбор между поддержанием ее в состоянии
покоя, запуском пролиферации, покиданием ни-
ши, инициации дифференцировки и др. Тем не
менее, чаще всего стволовая клетка в нише не об-
ладает сигнальной и регуляторной автономно-
стью и не способна самостоятельно реагировать
на сигналы, приходящие из организма (Kulebya-
kin et al., 2020). Особенностью регуляции гормо-
нальной чувствительности клеток в нише являет-
ся то, что она часто реализуется через процессы
межклеточной передачи информации при уча-
стии особой субпопуляции клеток, называемой
регуляторные клетки (рис. 2). Задачей этих кле-
ток является восприятие системных организмен-
ных сигналов и их передача стволовым клеткам,
расположенным в нише.

Этот принцип хорошо прослеживается при рас-
смотрении взаимодействия между нишей гемопоэ-
тической стволовой клетки и симпатической нерв-
ной системой. Симпатическая сигнализация игра-
ет ключевую роль в мобилизации стволовых клеток
из ниши, что реализуется через активацию β3-ад-
ренорецепторов. Однако нервные волокна не взаи-
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модействуют напрямую с гематопоэтическими
стволовыми клетками. В костном мозге симпати-
ческие нервные волокна ассоциированы с сосу-
дами и с перицитами, с которыми они формируют
щелевые контакты (Yamazaki, Allen, 1990), образуя
нейро-ретикулярный комплекс. Таким образом,
сигналы от симпатических нейронов передаются
сначала на специализированные стромальные
клетки, которые в свою очередь транслируют этот
сигнал стволовым клеткам – регулируя их актива-
цию и чувствительность к гормональным сигна-
лам (Mendez-Ferrer et al., 2010).

РЕГУЛЯЦИЯ ГОРМОНАЛЬНОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЗА СЧЕТ 

“ГОМЕОСТАТИЧЕСКИХ”
ПОПУЛЯЦИЙ КЛЕТОК

Для нормального функционирования ниши
стволовой клетки недостаточно наличия только
субпопуляций клеток, активирующих гормональ-
ную чувствительность стволовых клеток и стиму-
лирующих процессы их мобилизации и дифферен-
цировки. Важной задачей ниши является долговре-

менное сохранение стволовой клетки в нативном
состоянии, необходимом для сохранения регенера-
тивного потенциала ткани. В составе ниши стволо-
вой клетки могут присутствовать регуляторные
популяции клеток, функцией которых является
подавление гормональной чувствительности и
сохранение недифференцированного состояния
стволовых клеток (рис. 2).

Не так давно подобные клетки были описаны
для депо стволовых клеток жировой ткани. В ее
составе была охарактеризована малая субпопуля-
ция клеток, несущая поверхностные маркеры
CD142 и ABCG1. Эти клетки оказались способны
снижать чувствительность МСК к проадипоген-
ным гормональным стимулам и подавлять адипо-
генную дифференцировку (Schwalie et al., 2018,
Ferrero et al., 2020). Поскольку в течение жизни
рост жировой ткани может обеспечиваться либо за
счет увеличения количества адипоцитов (гипер-
плазия), либо за счет увеличения объема адипоци-
тов (гипертрофия) (Muir et al., 2016), эта регулятор-
ная субпопуляция может играть важную роль в
определении способа роста жировой ткани.

Рис. 2. Механизмы регуляции гормональной чувствительности клеток за счет специализированных клеточных субпо-
пуляций. Системные гормональные сигналы из кровотока, а также сигналы симпатической нервной системы воспри-
нимаются не всеми клетками ткани, а особой активирующей регуляторной клеткой, которая, в свою очередь, пара-
кринно регулирует процессы, проходящие в ткани. Кроме того, в жировой ткани показано наличие “гомеостатиче-
ской” ингибирующей популяции клеток.

Нейрон симпатической
НС

Активирующая регуляторная клетка
(перицит)

Системные
сигналы из
кровотока

“Гомеостатическая” ингибирующая
клетка

Клетки ткани
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Регуляция гормональной чувствительности
стволовых клеток взрослого организма крайне
важна для их правильного участия в процессах
репарации и регенерации тканей, поддержания
гомеостаза и запуска дифференцировки. Боль-
шое разнообразие механизмов и форм регуля-
ции обеспечивает гармоничное взаимодействие
между организмом и стволовой клеткой, тонко
подстраивая ее функционирование под динами-
чески изменяющиеся потребности. При этом, по-
мимо обычных для дифференцированных клеток
механизмов, в стволовых клетках можно встре-
тить уникальные формы регуляции чувствитель-
ности к гормонам. Например, феномен гетероло-
гической сенситизации известен в процессе эм-
брионального развития (Zeiders et al., 1999; Slotkin
et al., 2003), но во взрослом организме встречается
крайне редко. С другой стороны, стволовые клет-
ки демонстрируют механизмы снижения или да-
же полной потери чувствительности к гормонам,
что также очевидно диктуется особенностями их
функционирования – необходимостью поддер-
живать некоторый пул стволовых клеток в недиф-
ференцированном состоянии в качестве регене-
ративного потенциала организма. Уникальность
стволовых клеток с точки зрения механизмов ре-
гуляции особенно актуальна в свете развития но-
вого направления биомедицинской науки – реге-
неративной медицины, стремящейся к лечению
заболеваний за счет управления собственными ре-
генеративными процессами в организме. Изучение
особенностей регуляции гормональной чувстви-
тельности стволовых клеток находится еще только
в самом начале развития, но не вызывает никаких
сомнений, что именно в этой области предстоит
обнаружить еще много нового, что может значи-
тельно изменить наше представление о том, как
организованы клеточные системы передачи ин-
формации.
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Specific Features of Regulation of Hormonal Sensitivity in Stem Cells
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The normal functioning of an adult organism is based on the processes of maintaining homeostasis and the
processes of reparation and regeneration. Many of these processes are regulated by the multipotent mesen-
chymal stromal cells (MSC), the specific group of postnatal stem cells. The functional activity of MSC is un-
der tight neuro-endocrine regulatory control. Since most endocrine hormones and neuromediators act
through G-protein associated receptors (seven-transmembrane domain receptors) in MSC, here we focused
primarily on the regulation of this type of receptors. All the mechanisms discussed have been lined up in order
from fairly simple and well-studied processes, such as receptor phosphorylation, to new and poorly studied
mechanisms, such as regulation of the sensitivity of whole tissue, where hormonal sensor cells and effector
cells can be described.

Keywords: mesenchymal stem cells, multipotent mesenchymal stromal cells, hormonal regulation, desensiti-
zation, internalization, heterodimerization, heterologous sensitization
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Открытие нейрогенеза во взрослом состоянии, выделение и культивирование нейральных стволо-
вых клеток (NSC) взрослого мозга и последующее получение из них аутологичных нейронов in vitro
наполнили ученых надеждой на то, что вскоре будут созданы новые регенеративные технологии,
позволяющие восстанавливать утраченные вследствие болезней и травм функции ЦНС. Однако в
течение последующих тридцати лет ажиотаж и очарование новым открытием сменились осмысле-
нием функций NSC и их критической оценкой. Новейшие данные по функционированию стволо-
вых ниш во взрослом мозге и клональные исследования дериватов взрослых NSC позволяют заклю-
чить, что их функции во взрослом мозге скорее всего не связаны с репаративной регенерацией
структур ЦНС. Молодые нейроны, образующиеся в субвентрикулярной и субгранулярной зонах
взрослого мозга, встраиваясь в нейронные сети, выполняют вполне конкретные функции – моду-
ляция распознавания запахов и функционирование обучения и памяти, соответственно. У высших
приматов и человека нейрогенез в субвентрикулярной зоне не определяется, а уровень нейрогенеза
в зубчатой извилине сопоставим с уровнем у мышей лишь в раннем постнатальном периоде, когда
образующиеся молодые нейроны принимают участие в когнитивной пластичности, модулировании
памяти и других функциях развивающегося гиппокампа. Наличие нейрогенеза у взрослого человека
в новейших исследованиях не подтверждается. В условиях патологии в стволовых нишах взрослого
мозга происходят глобальные изменения гомеостаза, сопровождающиеся активацией спящих NSC,
усилением пролиферации выживших NSC и всех последующих клонов прогениторов, однако, в
случае выраженной гибели клеток даже близлежащих структур мозга, эпиформной регенерации с
участием вновь образованных нейробластов не происходит даже у низших млекопитающих. У чело-
века, с учетом выраженной возрастной инволюции нейрогенеза в зубчатой извилине, восстановле-
ние церебральных функций осуществляется лишь посредством нейрональной пластичности. Пони-
мание биологической роли взрослых NSC позволяет сделать вывод о том, что создание технологий
клеточной регенерации заболеваний и травм ЦНС человека, если и возможно, то возможно только
путем репрограммирования взрослых соматических клеток.

Ключевые слова: нейрогенез, нейральные стволовые клетки, ниши стволовых клеток, субвентрику-
лярная зона, субгранулярная зона, регенерация ЦНС
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ВВЕДЕНИЕ

Обнаружение нейральных стволовых клеток
(NSC) взрослого мозга и доказательства нейроге-
неза во взрослом состоянии породили новое на-
учное направление – исследования совокупности
клеточных субпопуляций и внеклеточного мик-
роокружения, образующих ниши стволовых кле-
ток взрослого мозга.

Интерес к этим исследованиям подогревался и
подогревается прежде всего предположением о

том, что понимание механизмов функционирова-
ния взрослых NSC откроет путь для создания но-
вых регенеративных технологий восстановления
функций ЦНС, утраченных вследствие заболева-
ний или травм. Обоснованием возможности созда-
ния таких технологий служили данные о возмож-
ностях регенерации ЦНС у более древних живот-
ных. Например, низшие позвоночные – рыбы и
амфибии продолжают расти на всем протяжении
жизни и сохраняют активные NSC во многих от-
делах ЦНС (Urbán et al., 2019). Эти животные во
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взрослом состоянии обладают способностью к ре-
генерации структур нервной системы. Так, кости-
стые рыбы, например, Danio rerio способны полно-
стью восстановить поврежденную сетчатку глаза
(Goldman, 2014) и структуры ЦНС после тяжелых
повреждений, даже таких, как полный анатомиче-
ский перерыв спинного мозга (Mokalled et al., 2016).
При этом глиальный рубец, который у млекопи-
тающих является патологическим блоком, пре-
пятствующим прорастанию регенерирующих
нейронов, у Danio rerio не формируется. Наобо-
рот, глиальные клетки в области очага травмы
активируются экспрессирующимся там ctgfa и
формируют мостик, по которому в область трав-
мы прорастают регенерирующие аксоны (Moka-
lled et al., 2016).

“Чемпионом регенерации”, безусловно, явля-
ется ювенильная форма саламандры – мексикан-
ский аксолотль, который может регенерировать
de novo не только конечности, но и теленцефалон
(Maden et al., 2013), глаз (Suetsugu-Maki et al., 2012)
и анатомически прерванный спинной мозг (Demir-
can, 2020). В регенерации теленцефалона у аксо-
лотля участвуют NSC субвентрикулярной зоны,
мигрирующие в зону повреждения (Maden et al.,
2013). При регенерации сетчатки у рыб и амфибий
происходит очень интересный феномен – диф-
ференцированные глиальные клетки Мюллера
репрограммируются и подвергаются асиммет-
ричному делению, в результате которого образу-
ются стволовые клетки, дающие начало нейро-
нам сетчатки (Goldman, 2014). При регенерации
удаленного фрагмента спинного мозга у аксолот-
ля процесс регенерации начинается с массивного
ремоделирования внеклеточного матрикса, путем
преимущественной даун-регуляция экспрессии
генов, обеспечивающих межклеточную адгезию, а
также даун-регуляцией генов, связанных с воспа-
лением и иммунным ответом, в частности сиг-
нальных путей IL-17, TNF, NF-kappa В, а также
рецепторов, обеспечивающих цитокин-цитоки-
новое взаимодействие (Demircan, 2020). Ремоде-
лирование матрикса и локальная иммуносупрес-
сия, судя по всему, приводят к репрограммиро-
ванию клеток в зоне формирования бластемы и
восстановлению структур спинного мозга – без
участия резидентных стволовых клеток.

В процессе эволюции виды, начиная от низ-
ших млекопитающих, значительно утрачивают
способность к клеточной регенерации ЦНС и у
млекопитающих постнатальный пул стволовых
клеток сохраняется лишь в небольших зонах во-
круг боковых желудочков мозга и в области зубча-
той извилины (gyrus dentatus, GD). При этом у
грызунов наиболее интенсивный нейрогенез на-
блюдается в субвентрикулярной зоне, где образу-
ется до 10000 нейробластов в сутки (Obernier, Al-
varez-Buylla, 2019). У человека наличие взрослого
нейрогенеза можно исследовать только постмор-

тально, на момент смерти – по количеству кле-
ток, экспрессирующих маркеры нейробластов, а на
протяжении жизни – только с помощью радио-
углеродного анализа. Определение возраста оль-
факторных нейронов по включению 14С в их ДНК
показало, что более 99% этих клеток имеют такой
же возраст, как и сам исследуемый пациент на мо-
мент смерти, т.е. уровень нейрогенеза в субвентри-
кулярной зоне у взрослого человека совершенно
незначителен, если вообще присутствует (Berg-
mann et al., 2012). Радиоизотопный анализ 14С в
ДНК нейронов GD позволил зарегистрировать
нейрогенез и даже определить приблизительное
количество новообразованных в течение жизни
нейронов, которое для человека среднего возрас-
та составило около 700 в сутки (Spalding et al.,
2013). Согласно другим данным, основанным на
иммуногистохимическом анализе, пролифериру-
ющие прогениторные клетки в GD обнаруживают-
ся лишь у детей в возрасте до 3 лет, при этом наибо-
лее активен нейрогенез в первый год жизни, и за-
тем интенсивность его резко падает, вплоть до
исчезновения. Некоторое количество молодых
нейронов было выявлено у детей от 7 до 13 лет, а у
взрослых пациентов (18–77 лет), как у здоровых,
так у больных эпилепсией юные нейроны в GD не
обнаружены (Sorrells et al., 2018). Другая группа
исследователей, наоборот, обнаружила большое
количество молодых нейронов в гиппокампе у
взрослых пациентов (Boldrini et al., 2018), однако
более поздние исследования с помощью тран-
скриптомного анализа не подтвердили наличие
нейрогенеза в мозге у взрослого человека (Franjic
et al., 2021). Взятые вместе эти данные ставят под
сомнение наличие активного нейрогенеза в субгра-
нулярной зоне (SGZ) GD гиппокампа у взрослых.
Подтверждают рудиментарный характер нейроге-
неза у приматов и исследование на макаках резусах,
позволившее обнаружить пролиферацию нейро-
нальных прогениторов в SGZ только в раннем
постнатальном периоде (Sorrells et al., 2018).

Прогрессивное снижение уровня взрослого
нейрогенеза от рыб и амфибий к грызунам и от
грызунов к приматам и человеку, прямо коррели-
рующее со способностью к восстановлению ЦНС,
говорит о возможной взаимосвязи взрослого ней-
рогенеза с регенеративным потенциалом нервной
ткани. В этой связи, становится очевидным, что
рудиментарный характер взрослого нейрогенеза у
высших приматов и человека не может самостоя-
тельно обеспечить регенерацию ЦНС. Спустя бо-
лее чем 30 лет исследований взрослых NSC у ла-
бораторных животных и человека, несмотря на
существенные успехи в понимании организации
стволовых ниш, регуляции покоя, пролиферации
и дифференцировки NSC, регенеративные тех-
нологии восстановления ЦНС пока не созданы.
Цель данного обзора – на основании современных
представлений о биологии взрослых NSC обосно-
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вать точку зрения о том, почему функционирова-
ние ниш стволовых клеток взрослого мозга мле-
копитающих не может само по себе обеспечить
эффективную регенерацию ЦНС.

ОНТОГЕНЕЗ НЕЙРАЛЬНЫХ
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

NSC взрослого мозга – самообновляющийся
пул покоящихся и/или пролиферирующих кле-
ток, образующих непрерывный континуумом пе-
реходящих друг в друга форм, объединенных под
общим термином “радиальная глия” и обеспечи-
вающих нейрогенез в SGZ и вентрикулярно-суб-
вентрикулярной (V-SVZ) зонах головного мозга
на протяжении всей жизни млекопитающих,
включая человека (Gross, 2000). В последние де-
сятилетия нейрогенез обнаружен и в других отде-
лах головного мозга, в частности в гипоталамусе,
ядрах нигростриарной системы, амигдале и неко-
торых отделах коры, однако, доказательств того,
что там существуют свои резидентные NSC, а не
NSC, мигрирующие из V-SVZ и SGZ пока недо-
статочно (для обзора см. – Li et al., 2018; Obernier,
Alvarez-Buylla, 2019; Jurkowski et al., 2020). Тремя
основными характеристиками NSC взрослого
мозга является возможность длительного пребы-
вания в состоянии пролиферативного покоя,
способность к самоподдержанию пула стволовых
клеток на протяжении всей жизни, а также спо-
собность генерировать популяции промежуточ-
ных прогениторов, из которых затем образуются
молодые нейроны и глиальные клетки.

Первооткрывателем нейрогенеза во взрослом
мозге можно считать Joseph Altman, который еще
в 1962-м году на основании данных радиоизотоп-
ных исследований предположил, что в гиппокам-
пе и обонятельной луковице головного мозга
млекопитающих во взрослом состоянии образу-
ются новые нейроны (Altman, 1962). Лишь два де-
сятилетия спустя Gail D. Burd и Fernando Notte-
bohm в исследованиях на канарейках доказали,
что вновь образованные в ядре, контролирующем
пение, клетки формируют синапсы и генерируют
нейрональную электрофизиологическую актив-
ность, т.е. действительно являются возникшими
de novo нейронами (Burd et al., 1985). Окончатель-
ные доказательства существования взрослых NSC
были получены Brent Reynolds и Samuel Weiss в на-
чале 90-х гг. прошлого века, когда их удалось выде-
лить из стриатума взрослой мыши и в эксперимен-
тах in vitro вырастить EGF-индуцированные ней-
росферы и продемонстрировать их способность к
дифференцировке в нейрональном и астрогли-
альном направлении (Reynolds et al., 1992).

ПРОИСХОЖДЕНИЕ NSC
Взрослые NSC или клетки радиальной глии из

V-SVZ и SGZ взрослого мозга имеют много об-
щих черт как с дифференцированными астроци-
тами – экспрессия нестина и GFAP, так и с пре-
натальными клетками радиальной глии – экс-
прессия CD133, Sox2, BLBP, GLAST и др., а также
апико-базальная эпителиальная структура (рис. 1)
(Fuentealba et al., 2015). Исследования с примене-
нием секвенирования РНК в режиме single-cell
показали, что взрослые NSC происходят из эм-
бриональных радиальных предшественников (ра-
диальная глия), которые, в свою очередь являют-
ся потомками нейроэпителиальных стволовых
клеток (Yuzwa et al., 2017). Эмбриональные ради-
альные предшественники впервые появляются в
мозге у мышей в срок Е11.5, а в период с E13.5 до
E15.5 формирование их популяции заканчивает-
ся (Fuentealba et al., 2015). К концу пренатального
периода часть этих клеток переходят в покоящее-
ся состояние, в котором могут пребывать доволь-
но долго, вплоть до активации нейрогенеза в
V-SVZ и SGZ в постнатальном периоде (Obernier
et al., 2019). Эти клетки (которые в переднем моз-
ге еще называют пре-B1) экспрессируют негатив-
ный регулятор клеточного цикла p57kip2 (Cdkn1c)
(Fuentealba et al., 2015). Профиль транскрипции
этих покоящихся GFAP-позитивных клеток со-
ответствует транскриптому покоящихся взрос-
лых NSC (qNSC, от англ. quiescence Neural Stem
Cells), что позволяет предполагать, что это одна и
та же субпопуляция NSC (Yuzwa et al., 2017). В пост-
натальном периоде qNSC активируются и, веро-
ятно, проходят несколько промежуточных деле-
ний, прежде чем в V-SVZ превратиться в клетки
B1, или в их аналоги в SGZ – клеткам радиальной
глии (РГ) первого типа, которые формируют ни-
шу стволовых клеток взрослого мозга.

ГЕТЕРОГЕННОСТЬ NSC ВЗРОСЛОГО МОЗГА
NSC взрослого мозга происходят из клеток эм-

бриональной радиальной глии, которые в раннем
эмбриональном периоде генерируют все разно-
образие нейронов переднего мозга. NSC прояв-
ляют гетерогенность в зависимости от локализа-
ции в ростро-каудальном и дорсо-вентральном
направлениях, что, вероятно, обусловлено кон-
кретными подтипами родительской радиальной
глии (Chaker et al., 2016; Obernier et al., 2019). Кло-
нальный трекинг подтвердил, что NSC из различ-
ных отделов ниши V-SVZ производят различные
типы ольфакторных нейронов (Merkle et al., 2014).
В ростральных отделах V-SVZ генерируются каль-
ретинин позитивные (CalR+) гранулярные ней-
роны (granule cells, GCs) и CalR+ перигломеру-
лярные нейроны. Там же, но вентрально произ-
водится несколько подтипов интернейронов. В
латеральных отделах V-SVZ на всем протяжении в
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рострокаудальном направлении генерируются гра-
нулярные клетки глубоких слоев. В каудальных от-
делах V-SVZ вентрально расположенные NSC про-
изводят кальбиндин-позитивные (CalB+) периг-
ломерулярные нейроны, а дорсолатеральные NSC
генерируют дофаминергические (TH+) нейроны
и поверхностные гранулярные нейроны (Fuen-
tealba et al., 2015; Chaker et al., 2016; Obernier et al.,
2019). Важно отметить, что эта гетерогенность
NSC обусловлена их клональными особенностя-
ми, а не сигналами локального микроокружения –
пересадка NSC в другие зоны V-SVZ не меняет
фенотипа генерируемых ими нейронов (Merkle
et al., 2007).

Генетический трекинг клонов стволовых кле-
ток с помощью Cre-рекомбиназы (CreERT) поз-
волил обнаружить функциональную гетероген-
ность NSC в V-SVZ и SGZ. Некоторые клоны NSC
в SGZ оказались активно пролиферирующими и
коротко живущими, другие наоборот – длительно
сохраняют мультипотентность, периодически ухо-
дя в состояние покоя, и обновляют cвою популя-
цию в течение долгого времени (Ibrayeva et al.,
2021). Если первый тип – короткоживущие кло-
ны NSC однажды активировавшись, никогда не
возвращаются в состояние покоя, то вторые –
длительно существующие NSC, судя по всему,
способны неоднократно переключаться между
покоем и пролиферацией (Urbán et al., 2019).

Рис. 1. Схематическая структура организации ниш стволовых клеток в головном мозге. Взрослые нейральные ство-
ловые клетки (NSC) располагаются в двух нишах головного мозга – субгранулярной зоне зубчатой извилины (SGZ)
и желудочково-субвентрикулярной зоне (V-SVZ). NSC (клетки B1) в V-SVZ напрямую контактируют ресничкой c
цереброспинальной жидкостью (CSF) через стенку боковых желудочков (LV). Клетки B2 располагаются более ба-
зально и получают внешние сигналы только от микрососудов (BV). Нейробласты и молодые нейроны V-SVZ (клет-
ки А), образуясь из промежуточных прогениторов (С), мигрируют по ростральному миграционному пути (RMS) в
обонятельную луковицу (ОВ), где происходит их постмитотическое созревание. В SGZ NSC (клетки RG1) получают
системные сигналы только через кровеносные сосуды (BV). Весь путь от NSC, через промежуточные прогениторы,
имеющие глиальный (RG2a) и пронейрональный (RG2b) фенотип до нейробласта (RG3), молодого нейрона (IN) и
постмитотического нейрона (N) проходит в пределах ниши. В процессе постмитотического созревания клетки RG3
из SGZ перемещаются в слой гранулярных клеток GCL и выпускают отростки в молекулярный слой (ML) и затем,
в процессе постмитотического созревания — в CA3 и CA2 зоны гиппокампа. В V-SVZ и SGZ также всегда присут-
ствуют астроцитарные прогениторы (Ap) и астроциты (As).
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ОБЩИЕ МЕХАНИЗМЫ РЕГУЛЯЦИИ
В НИШАХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 

ВЗРОСЛОГО МОЗГА
В механизмах регуляции покоя/пролифера-

ции/дифференцировки NSC в стволовых нишах
можно выделить внешние сигналы (факторы из
кровотока и цереброспинальной жидкости (CSF),
импульсы внешних ГАМК-, серотонин-, дофами-
нергических и др. нейронов и внутренние/ло-
кальные сигналы – продукция белков внеклеточ-
ного матрикса, локальная экспрессия факторов
роста и др. локальный сигналинг в нише стволо-
вых клеток (Kjell et al., 2020).

Несомненную роль в активности нейрогенеза
играют интегральные физиологические факторы,
такие как общая физическая и когнитивная ак-
тивности, стресс, голод, поисковое поведение,
тренировка и пр. Однако исследование таких ин-
тегральных факторов сопряжено с методически-
ми трудностями, так как их реализация осуществ-
ляется через конкретные системные и локальные
механизмы (Urbán et al., 2019). Например, показа-
но, что произвольная физическая активность, в
частности, регулярные занятие бегом, активирует
нейрогенез в субгранулярной зоне. Этот эффект,
судя по всему, является результирующим ответом
на мультимодальные изменения, обусловлен-
ные как внешними факторами (изменения пер-
фузии/оксигенации, метаболические измене-
ния, модуляция активности гипоталамических
нейронов и пр.), так внутренними факторами,
включающими повышения уровня IGF1, VEGF
(Kjell et al., 2020), а также ряда нейротрансмитте-
ров, в частности – серотонина в гипокампе в от-
вет на физическую активность (Han et al., 2015).

Системные сигналы, регулирующие нейрогенез
подвержены влияниям возраста, пола, метаболиче-
ского статуса, циркадных ритмов и пр. факторов,
которые невозможно полностью учесть и стандар-
тизовать при различных исследованиях. Физиоло-
гический статус может влиять на нейрогенез опо-
средованно через активность гипоталамических
нейронов, иннервирующих ниши стволовых кле-
ток. В частности, чувство голода/насыщения со-
ответственно стимулирует или угнетает актив-
ность proopiomelanocortin-позитивных нейронов,
которые селективно иннервируют V-SVZ и акти-
вируют пролиферацию определенных субпопуля-
ций NSC (Klempin et al., 2013).

Следует понимать, что все опубликованные
исследования по регуляции ниш стволовых кле-
ток изучают отдельные сигналы (ГАМКергиче-
ская стимуляция, ACSL1, Notch, BMP, Wnt, EGF,
LRIG1 и др.). В реальности же происходит одно-
временный мультимодальный сигналинг, причем
как синергических, так и антагонистических сиг-
налов и каждая конкретная клетка, вероятно, реа-
лизует некий результирующий регуляторный им-

пульс (Urbán et al., 2019). О синергизме/антагониз-
ме различных сигнальных каскадов известно
много, но далеко не все. Так сигналы EGF и
PEDF (pigmented epithelium-derived factor) синер-
гичны пути Notch и WNT в активации пролифе-
рации NSCs в V-SVZ (Paul et al., 2017). Синергиче-
скую активность Notch и WNT даже остроумно
назвали “WNTCH” (Aguirre et al., 2010). Практи-
чески все локальные сигналы в нишах стволовых
клеток имеют отношение либо к активации про-
лиферации NSC, либо к аресту клеточного цикла и
переходу в состояние покоя (табл. 1), поэтому по-
дробнее будут рассмотрены в следующем разделе.

СОСТОЯНИЕ ПОКОЯ NSC – КЛЮЧЕВАЯ 
ТОЧКА РЕГУЛЯЦИИ

ВЗРОСЛОГО НЕЙРОГЕНЕЗА
Состояние покоя – одно из важнейших свойств

взрослых резидентных NSC, обеспечивающее со-
хранность “наивного” пула NSC на протяжении
всей жизни. Доля qNSC в нишах стволовых кле-
ток взрослого мозга довольно высока на всем
протяжении онтогенеза; есть данные о том, что
большинство взрослых NSC бóльшую часть вре-
мени находятся в состоянии обратимого ареста
клеточного цикла в фазе G0 или G2 (Otsuki et al.,
2018). В этой связи, одной из ключевых точек ре-
гуляции взрослого нейрогенеза является выход
qNSC из состояния покоя, который обеспечивает-
ся различными сигналами микроокружения ниши
стволовых клеток (для обзора см. Urbán et al., 2019)
(табл. 1). Состояние покоя сопровождается пони-
женной метаболической активностью и умень-
шением синтеза РНК и белка. Вместе с тем, по-
следние исследования показали, что состояние
покоя – динамически регулируемый процесс,
включающий генетическую программу, предот-
вращающую дифференцировку и обеспечиваю-
щую обратимость ареста клеточного цикла (Co-
dega et al., 2014; Otsuki et al., 2018; Basak et al.,
2018; Ibrayeva et al., 2021).

qNSC в V-SVZ и SGZ экспрессируют GFAP и
CD133/проминин и идентифицируются по отсут-
ствию маркеров пролиферации (Ki67, MCM2);
активированные NSC сохраняют GFAP и стано-
вятся EGFR позитивными, т.е. главным митоге-
ном, запускающим пролиферацию NSC, являет-
ся EGF (Pastrana et al., 2009). Эти клетки, вступая
в клеточный цикл, генерируют быстро пролифе-
рирующие промежуточные прогениторы или
транзиторно амплифицирующиеся прогениторы
(TAPs, transit-amplifying progenitors) – C клетки в
V-SVZ или клетки 3 типа в SGZ. Они теряют
GFAP и маркеры стволовости и могут быть иден-
тифицированы по включению BrdU/EdU, экс-
прессии Ki67 и MCM2, а также по высокому
уровню экспрессии EGFR (Codega et al., 2014;
Marqués-Torrejón et al., 2021) (табл. 2). Сравнения
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Таблица 1. Факторы, регулирующие переход NSCs в состояние покоя

Активация NSC (вывод из покоящегося состояния) Перевод в покоящееся
состояние/арест клеточного цикла

Внутренние сигналы ниши

LRIG1 (Marqués-Torrejón et al., 2021) Itgb1 (интегрин b1)
(Shen et al., 2008; Tavazoie et al., 2008)

FGFR3 (Basak et al., 2018) MFGE8 (Brooker et al., 2016; Zhou et al., 2018)
FGF 2
(Douet et al., 2012; Douet et al., 2013; Mercier et al., 2014) PTEN (Brooker et al., 2016; Zhou et al., 2018)

EGFR (Artegiani et al., 2017) ID2, 3, 4
(Bai et al., 2007; Brooker et al., 2016; Zhou et al., 2018)

PEDF (Andreu-Agulló et al., 2009) Aqp4 (Marqués-Torrejón et al., 2021)
ACSL1 (Urbán et al., 2016; Pilz et al., 2018) E3 убиквитин лигаза HUWE1 (Urbán et al., 2016)
Sox2 (Baser et al., 2019) ApoE3 (Marqués-Torrejón et al., 2021)
Pax6 (Baser et al., 2019) Aldoc (Marqués-Torrejón et al., 2021)
Notch1-сигналинг (Delta1 или Jagged1)
(Ottone et al., 2014)

Notch2 и Notch3-сигналинг
(Basak et al., 2012; Kawai et al., 2017; Zhang et al., 2019)

RBPJK (Urbán et al., 2019; Obernier et al., 2019) Sox9 (Llorens-Bobadilla et al., 2015)
DII1, 3 (Llorens-Bobadilla et al., 2015) Hes1, 5 (Urbán et al., 2019; Obernier et al., 2019)
WNT (Lie et al., 2005; Bowman et al., 2013) FoxO3 (Schaffner et al., 2018)

Noggin (Lim et al., 2000) (ингибирует BMP) BMP1, 6, 4/7 (Llorens-Bobadilla et al., 2015; Basak et al., 
2018; Marqués-Torrejón et al., 2021)

SHH (Zappaterra et al., 2012) REST (Mukherjee et al., 2016)
CD9 (Urbán et al., 2019; Obernier et al., 2019) NT-3 (Delgado et al., 2014)
TLX (Zhao et al., 2009) EFNB2 (EPHRIN B2) (Ottone et al., 2014)
CDK4 (Chirivella et al., 2017) SFRP3 (Jang et al., 2013; Seib et al., 2013)
Циклин D1 (Ccnd1) (Artegiani et al., 2011) DKK1 (Jang et al., 2013; Seib et al., 2013)
AKT-mTOR1-сигналинг (Bonaguidi et al., 2011) p27 (Andreu et al., 2015)
BMP5 (Silva-Vargas et al., 2016) p57 (Furutachi et al., 2013)
IGF (Lehtinen et al., 2011; Silva-Vargas et al., 2016) p21 (Marqués-Torrejón et al., 2013)
LIF (Bauer et al., 2006) IL1 beta (Kokovay et al., 2010)

GDF11/BMP11 (Katsimpardi et al., 2014) Сфингозин-1-фосфат
(Sato et al., 2007; Kondabolu et al., 2011; Codega et al., 2014)

Бетацеллюлин (BTC) (Gómez-Gaviro et al., 2012) Постагландин D2 (Urbán et al., 2019; Obernier et al., 2019)
Mki67 (Llorens-Bobadilla et al., 2015) Интегрин-связанная киназа (Ilk) (Porcheri et al., 2014)
Myc (Leeman et al., 2018) BMPR1b (Llorens-Bobadilla et al., 2015)

Внешние сигналы (нейротрансмиттеры и гормоны)
Diazepam binding inhibitor (DBI) (подавляет ответ на 
ГАМК) (Alfonso et al., 2012) ГАМК (Song et al., 2012)

Дофамин (Baker et al., 2004; Höglinger et al., 2004;
Lennington et al., 2011)

Дофамин (Kippin et al., 2005)

Каиновая кислота (агонист глутаматных рецепторов) 
(Urbán et al., 2019; Obernier et al., 2019)
Серотонин (Tong et al., 2014a)
Глутамат (Song et al., 2017)
Ацетилхолин (Paez-Gonzalez et al., 2014)
Проприомеланокортин (POMC) (Paul et al., 2017)
Пролактин (Shingo et al., 2003) Системные глюкокортикоиды (Anacker et al., 2017)
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транскриптома qNSC и пролиферирующих про-
гениторов выявило отличия, затрагивающие не
только гены, ассоциированные с разными фазами
клеточного цикла. У пролиферирующих NSC ак-
тивно экспрессируются гены, связанные с тран-
скрипцией, трансляцией и репарацией ДНК, в то
время как у qNSC в транскриптоме превалируют
гены, продукты которых вовлечены в межклеточ-
ный сигналинг, клеточную адгезию и функциони-
рование межклеточного матрикса (Codega et al.,
2014; Basak et al., 2018; Urbán et al., 2019). Эти дан-
ные свидетельствуют о том, что состояние проли-
феративного покоя для NSC не является неким
анабиозом, но характеризуется активным участи-
ем в межклеточном взаимодействии в пределах
стволовой ниши.

Выше мы уже упоминали, что одним из инте-
гральных регуляторов нейрогенеза является меж-
клеточный матрикс. Большое значение белки
внеклеточного матрикса имеют и в регуляции
пролиферативной активности NSC. В частности,
сигналы, передающиеся через интегриновый ре-
цептор b1 способствуют переходу NSC в состояние
покоя (табл. 1). С другой стороны, qNSC являются
основными продуцентами белков внеклеточного
матрикса (ECM) и регуляторами его ремоделиро-
вания, которое, в частности, осуществляется по-
средством экспрессии qNSC мультифункциональ-
ного фермента трансглутаминазы 2, также участву-
ющего в регуляции нейрогенеза (Kjell et al., 2020).
Эта активность qNSC и активируемых ими ло-
кальных клеток, обеспечивает существенные от-
личия ECM в нишах стволовых клеток мозга по
сравнению с другими структурами мозга.

Переход из состояния покоя в пролиферирую-
щее состояние сопровождается перестройкой ме-
таболизма клетки, в частности переключением с
гликолиза на окислительное фосфорилирование
в качестве основного источника энергии, актива-
цией экспрессии рибосомальных генов, генов
клеточного цикла, транскрипционных факторов,
увеличением синтеза РНК (Merkle et al., 2014; Ba-
sak et al., 2018). Здесь следует отметить, что в под-
держании состояния покоя NSC важную роль
играет транскрипционный репрессор REST
(RE1-Silencing Transcription factor), напрямую
подавляющий экспрессию рибосомальных ге-
нов, генов клеточного цикла и нейрональной
дифференцировки (Mukherjee et al., 2016). Нокаут
гена REST приводит к преждевременной актива-
ции qNSC и последующему истощению нейроге-
неза. Экспрессия гена REST в NSC препятствует
их переходу в пролиферирующее состояние. На-
оборот, оверэкспрессия мишеней REST, необхо-
димых для биогенеза рибосом и активации кле-
точного цикла выводит клетку из состояния по-
коя (Mukherjee et al., 2016).

Важную роль в поддержании состояния покоя
NSC так же, как и в активации нейрональной диф-
ференцировки, играет регуляция трансляции фак-
торов поддержания мультипотентности и проней-
рональной дифференцировки. Так, в покоящихся
qNSC инактивирован транскрипционный фактор
нейрональной дифференцировки ASCL1 (achaete-
scute family bHLH transcription factor 1) с помо-
щью посттрансляционных механизмов с участи-
ем E3 убиквитин лигазы HUWE1 и репрессорного
белка ID4 (Urbán et al., 2016). Репрессия пост-
трансляционной активации ASCL1 возвращает
NSC в покоящееся состояние, а ее включение,
наоборот, способствует пролиферации и нейро-
нальной дифференцировке. Трансляция тран-
скриптов двух других важнейших в судьбе NSC
генов – SOX2 и PAX6 также репрессирована в по-
коящемся состоянии и дерепрессируется при ак-
тивации пролиферации и дифференцировки (Baser
et al., 2019). Таким образом, посттранскрипцион-
ная модификация ключевых факторов нейрогенеза
является еще одной важной петлей регуляции,
участвующей в поддержании динамического рав-
новесия между покоем и пролиферацией NSC.

Отслеживание судьбы клонов NSC, экспрес-
сирующих Ascl1 в SGZ взрослого мозга показало,
что они проходят некое ограниченное количество
симметричных и ассиметричных делений, вызы-
вая всплеск нейрогенеза, после которого исчезают,
вероятно, претерпевая глиальную дифференци-
ровку (Pilz et al., 2018). Это напоминает процессы,
проходящие при эмбриональном развитии голов-
ного мозга, когда активно пролиферирующие про-
гениторы прогрессивно теряют свою способность
к самообновлению и полностью уходят в диффе-
ренцировку (Urbán et al., 2019). Выключение гена
Ascl1 останавливает процесс истощения пула NSC.
Наоборот, выключение поддерживающих состо-
яние покоя генов, таких как Itgb1 (integrin β1),
Pten, или Mfge8, так же, как введение агониста ре-
цепторов глутамата – каиновой кислоты или
инактивация E3 убиквитин лигазы HUWE1, при-
водящая к активации ASCL1, ускоряет истоще-
ние пула NSC и их астроцитарную дифференци-
ровку (Brooker et al., 2016; Zhou et al., 2018). Таким
образом, ASCL1, является одним из основных ак-
тиваторов нейрогенеза в SGZ, в результате дей-
ствия которого NSC, вероятно, уже не возвраща-
ются в состояние покоя, а полностью используют
свой нейрогенный потенциал.

КЛЕТОЧНЫЙ КОНТИНУУМ В НИШАХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ВЗРОСЛОГО МОЗГА

Транскриптомный анализ отдельных клеток
позволил сделать заключение о том, что в стволо-
вых нишах взрослого мозга существует почти не-
прерывный континуум переходных состояний
NSC – от глубокого покоя до активной пролифе-
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рации (Llorens-Bobadilla et al., 2015; Urbán et al.,
2019; Marqués-Torrejón et al., 2021). Глубина покоя
qNSC характеризуется, в частности, более высо-
ким уровнем экспрессии ApoE3 (ApoE), Aldoc, или
Id1–Id3 в более глубоко покоящихся клетках. Ре-
гуляция покоя/активности NSC осуществляется
тремя основными сигнальными путями: BMP,
FGF и EGF. Активация сигнального пути BMP-4
опосредованно через экспрессию негативного
эффектора Id1, запускает выход NSC из клеточ-
ного цикла и образование популяции “спящих”
d-qNSC (от англ. dormant non-cycling quiescent
state, d-qNSCs) (Marqués-Torrejón et al., 2021). При
уменьшении “глубины покоя” и переходе в про-
лиферирующую стадию в qNSC постепенно на-
растает экспрессия генов сигнального пути FGF,
в частности, Fgfr3 (Basak et al., 2018) и пути EGF
(Artegiani et al., 2017). Комбинированный сигна-
линг BMP-4/FGF-2 индуцирует образование осо-
бой субпопуляции qNSC, готовой для входа в кле-
точный цикл, названной “праймированные покоя-
щиеся клетки” или p-qNSC (от англ. primed
quiescent neural stem cells) (Basak et al., 2018; Marqués-
Torrejón et al., 2021).

Новейшие исследования показали, что наибо-
лее важная для возвращения в клеточный цикл
субпопуляция p-qNSC характеризуется высоким
уровнем экспрессии негативного регулятора RTK
сигналинга LRIG1 и CD9. Для субпопуляции
p-qNSC было показано, что меченные геном eG-
FP эти клетки могут быть успешно транспланти-
рованы в субвенрикулярную зону сингенным мы-
шам, где они активно включаются в нейрогенез
(Marqués-Torrejón et al., 2021).

Выключение гена Lrig1 в пределах SVZ in vivo
приводит к увеличению уровня пролиферации
NSC в этой нише. Таким образом, LRIG1 являет-
ся важнейшим регулятором выхода p-qNSC из со-
стояния покоя, “привратником”, от которого зави-
сит чувствительность клетки к сигналам EGFR и
возвращение в пролиферирующее состояние.

СПОСОБЫ ДЕЛЕНИЯ NSC – 
СИММЕТРИЧНОЕ И АСИММЕТРИЧНОЕ

Выходя из состояния покоя, NSC могут всту-
пить в ассиметричное деление, при котором обра-
зуется стволовая клетка и нейрональная прогени-
торная клетка либо астроцит или в симметричное
деление, в результате которого могут образоваться
две стволовых клетки (дупликативное или ампли-
фицирующее деление) или две дифференцирован-
ных клетки (дифференцировочное деление) (Pilz
et al., 2018). Клональный трекинг NSC с помощью
ретровирусной трансдукции репортерных генов
показал, что в SGZ зубчатой извилины преиму-
щественно наблюдается асимметричное деление,
в то время как в V-SVZ превалирует симметрич-
ное деление (Basak et al., 2018; Obernier et al., 2019).

При этом, в большинстве случаев происходит
дифференцировочное симметричное деление и
лишь небольшая часть NSC в V-SVZ (20–30%)
подвергаются дупликативному делению, воспол-
няя пул стволовых клеток (Obernier et al., 2019).
Таким образом, симметричное деление позволяет
независимо регулировать два процесса – само-
поддержание популяции NSC, а также диффе-
ренцировку и создание пула молодых нейронов.

Выбор режима деления определяется сигналами
стволовой ниши, в частности ГАМКергической
импульсацией. Выключение тонических ГАМКер-
гических сигналов в зубчатой извилине путем деле-
ции gamma2 субъединицы GABAA рецептора со-
провождается преждевременным выходом NSC
из состояния покоя и увеличением доли симмет-
ричного деления (Urbán et al., 2019).

СТРУКТУРА НИШ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ

Ниши стволовых клеток взрослого мозга –
V-SVZ и SGZ организованы похоже и состоят из
собственно стволовых клеток (покоящихся и/или
пролиферирующих), имеющих фенотип радиаль-
ной глии (GFAP+, Nestin+) и признаки стволово-
сти (Sox2+, CD133+), нескольких многочислен-
ных субпопуляций промежуточных прогенитор-
ных клеток (обозначаемых в разных источниках
TAP или IPC), которые в процессе деления посте-
пенно теряют мультипотентность и последова-
тельно становятся нейральными прогениторами,
нейробластами и молодыми нейронами, или
глиальными прогениторами и астроцитами (Ur-
bán et al., 2019; Obernier et al., 2019) (табл. 2).

Несмотря на общие принципы организации,
ниши стволовых клеток в V-SVZ и SGZ имеют и
принципиальные различия. В V-SVZ нейробла-
сты и молодые нейроны покидают нишу, мигри-
руя в обонятельную луковицу, в то время как в
SGZ молодые нейроны располагаются в непосред-
ственной близости от ниши – занимая свое место в
слоях гранулярных нейронов зубчатой извилины.
Это отличие позволяет предполагать различный
уровень пронейрональных локальных факторов.
Кроме того, принципиальным отличием V-SVZ яв-
ляется непосредственный контакт NSC с эпенди-
мой и через нее – с CSF, что обеспечивает ответы
V-SVZ на изменения в ликворной системе и секре-
торной активности хориоидного сплетения (Urbán
et al., 2019; Obernier et al., 2019).

V-SVZ
Расположенная перивентрикулярно и суб-

эпендимально вокруг боковых желудочков зона
V-SVZ содержит большое количество NSC, назы-
ваемых клетками радиальной глии типа В1, ко-
торые морфологически и иммунофенотипиче-
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ски напоминают взрослые радиальные астроци-
ты (рис. 1, табл. 2). Аналогично астроцитам,
клетки В1 окружают своими базальными отрост-
ками капилляры, с помощью апикальных отрост-
ков контактируют с ликворной системой (Mich
et al., 2014; Obernier et al., 2019; Jurkowski et al.,
2020). В результате асимметричного деления клет-
ки B1 воспроизводят себя, образуют клетки В2,
также имеющие астроглиальный фенотип, но ли-
шенные апикальных контактов, а также промежу-
точные прогениторные клетки типа С (или TAPs),
которые начинают активно пролиферировать,
накапливая экспрессию пронейрональных генов
Ascl1 и Dlx. После 3–4 делений клетки типа С при-
обретают достаточный пронейрональный потен-
циал, чтобы в результате следующего деления об-
разовать нейробласты (клетки типа А). Последние
образуют ростральный миграционный путь, по ко-

торому они мигрируют в обонятельные луковицы,
где в дальнейшем подвергаются постмитотическо-
му созреванию (Mich et al., 2014; Obernier et al., 2019;
Jurkowski et al., 2020). Для нейробластов V-SVZ ха-
рактерна экспрессия пронейрональных генов, та-
ких как Dcx, collapsin-response mediator protein-4
(CRMP-4), ганглиозид 9-O-ацетил GD3, NCAM
и других белков клеточной адгезии и интегринов,
обеспечивающих эффективную миграцию клеток
в обонятельную луковицу (OB), которая допол-
нительно регулируется белками ECM, такими как
тенасцин-2 и прокинетицин-2 (Jurkowski et al.,
2020).

Интенсивность продукции нейробластов регу-
лируется внешними и внутренними стимулами,
зависит от возраста, физической активности, го-
лодания и др. факторов. У молодых мышей про-
дуцируется до 10000 мигрирующих нейробластов

Таблица 2. Характеристика основных клеточных субпопуляций в церебральных нишах стволовых клеток

Тип клеток
Название

Маркеры Функции
V-SVZ SGZ

Покоящиеся NSC qNSC qNSC Nestin, GFAP, CD133, Vimentin, 
Itgb1, Pten, Mfge8, Aqp4, Id3, 
Aldoc, ApoE3, FoxO3, Hes1, 
Spot14, Ilk

Сохранение пула NSC на протяже-
нии жизни

Пролиферирующие 
NSC

В1 RG1
(тип 1)

Nestin, GFAP, CD133, Vimentin, 
Sox2, Pax6, Ascl1, BLBP, 
GLAST, CD133, LewisX 
(Lex)/CD15/SSEA-1, Egfr, Fgfr, 
LRIG1, VCAM1, Ki67, MCM2

Самоподдержание пула NSC; 
создание пула промежуточных ней-
рональных и глиальных предше-
ственников и нейробластов

NSC/глиальные про-
гениторы

В2 RG2
(тип 2a)

Nestin, GFAP, Vimentin, Ascl1, 
Sox2, BLBP, Shh, IGF1, Tlx

Не известна, возможно – генера-
ция астроцитов и олигодендро-
глиоцитов

Промежуточные про-
гениторы

С,
TAPs

RG2
(тип 2b)

Nestin, Sox2, Pax6, BLBP, 
EGFR, Dcx, Dlx, GLAST, NT-3, 
Tbr2, Ascl1, NeuroD1, Prox1, 
Wnt, Shh, Igf1, Fgf2

Поддержание пула нейрональных 
предшественников, формирование 
пула нейробластов

Нейробласты А Тип 3 NeuroD1, Prox1, Dcx, NCAM, 
βIII-tubulin, Prox-1, NeuN, 
CRMP-4, GD3, BDNF, CREB, 
Dlx1, Dlx2, MAP2, Wnt, Notch, 
AP-1

V-SVZ: Миграция по ростральному 
миграционному пути, постмитоти-
ческое созревание и формирование 
пула зрелых нейронов обонятель-
ной луковицы.
SGZ: Перемещение в гранулярном 
слое, организация связей с СА3
и CA2 в фазе постмитотического 
созревания

Молодые нейроны NCAM, βIII-tubulin, NeuN, 
GD3, BDNF, CREB, MAP2, 
AP-1, CalR, CalB, GABA, 
D2/D3, 5-HT

Клетки эпендимы Е1 и Е2 – S100β, CD133, α-tubulin 
(C3B9), CD24, GLAST, mCD24, 
Sox2, Nestin, FoxJ1

Поддерживающая функция, фор-
мирование ниши стволовых клеток

Астроциты GFAP, Vimentin, BLBP, s100β Поддерживающая функция, фор-
мирование ниши стволовых клеток
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(клеток типа А) в сутки; при том, что общее коли-
чество клеток В1 в V-SVZ у них составляет около
7000 (Obernier et al., 2019), это намного больше,
чем количество NSC в SGZ, т.е. V-SVZ является
самой крупной герминативной зоной взрослого
мозга.

SGZ
Мультипотентные NSC в SGZ зубчатой изви-

лины называют клетками радиальной глии (RG)
I типа. Эти клетки имеют астроглиальный фено-
тип (GFAP+, нестин+) и экспрессируют маркеры
стволовости Sox2+ и CD133+ (табл. 2). Аналогич-
но фибриллярным астроцитам и клеткам B1,
клетки 1 типа оплетают своими отростками мик-
рососуды, что делает их чувствительными к сиг-
налам из микроциркуляторного русла и от цере-
бральных эндотелиоцитов, в частности, к VEGF,
который считается одним из индукторов нейро-
генеза в SGZ (Kempermann et al., 2015). Получая
активирующие сигналы, клетки I типа делятся
преимущественно ассиметрично и дают начало
прогениторным клеткам II типа, которые в свою
очередь подразделяются на прогениторы 2а, имею-
щие астроглиальный фенотип и прогениторы 2b,
которые дают начало молодым гранулярным ней-
ронам (Kempermann et al., 2015; Ampuero et al.,
2017). Прогениторные клетки 2 типа экспресси-
руют Sox2, Shh, Wnts, IGF1, FGF2 и ядерный бе-
лок Tlx (Abbott et al., 2020). Активация сигналь-
ных путей Shh, Wnt, IGF1 и FGF2 способствует
их дальнейшей дифференцировке, в то время как
градиент концентрации IGF1 определяет направ-
ление их миграции (Nieto-Estevez et al., 2016).

Нейральные прогениторы типа 2b запускают
экспрессию генов пронейрональных транскрип-
ционных факторов Ascl1 Dcx, Nt-3, Tbr2, NeuroD1
и Prox 1 (Abbott et al., 2020) и в дальнейшем диф-
ференцируются в клетки 3 типа (нейробласты),
которые затем останавливают клеточный цикл и
подвергаются постмитотическому созреванию
(Kempermann et al., 2015). В процессе постмитоти-
ческого созревания нейробласты (клетки III типа)
приобретают полярную форму, выпуская дендри-
ты в молекулярный слой GD, а аксоны – к ней-
ронам CA3 зоны гиппокампа и меняют свою
пространственную ориентацию, располагаясь бо-
лее вертикально в гранулярном слое зубчатой из-
вилины (Danzer et al., 2008). При дальнейшем со-
зревании эти клетки формируют дендритные ши-
пики в молекулярном слое зубчатой извилины, и
удлиняют аксональные проекции в зону CA2 (Ab-
bott et al., 2020).

В процессе постмитотического созревания, экс-
прессия ранних пронейрональных генов, характер-
ных для клеток 3 типа (Dcx, Wnt, Notch, NeuroD1 и
Prox1) заменяется экспрессией генов более зрелых
нейронов, таких как MAP2, BDNF, рилин, CREB,

NeuN, кальретинин, активирующий белок 1 (AP-1)
(табл. 2) (Gonçalves et al., 2016). Гликопротеин
внеклеточного матрикса рилин важен для форми-
рования дендритных шипиков, а также для мигра-
ции и позиционирования молодых нейронов в гра-
нулярном слое зубчатой извилины (Ampuero et al.,
2017). Фосфорилирование CREB активирует тран-
скрипцию генов c-Fos, Jun-B, Bcl-2, GDNF, экс-
прессия которых важна для ветвления дендритов и
дальнейшего выживания нейронов (Zhang et al.,
2016). Белки c-Fos и c-Jun гетеродимеризуясь, об-
разуют AP-1, активирующийся сигнальным кас-
кадом Wnt и в свою очередь, регулирующий про-
лиферацию, дифференцицировку и апоптоз ней-
ронов зубчатой извилины гиппокампа (Salvi et al.,
2016).

В регуляции нейрогенеза в GD большое значе-
ние имеет нейротрансмиттерный вход и состояние
мембраны созревающего нейрона. Начиная с кле-
ток радиальной глии 2 типа, все последующие суб-
популяции прогениторов и нейронов SGZ овер-
экспрессируют гены рецепторов ГАМК, что опре-
деляет их реакцию на ГАМКергические сигналы,
генерируемые локальными интернейронами GD
и другими структурами гиппокампа (Kempermann
et al., 2015). Помимо ГАМК, пролиферацию и
постмитотическое созревание NSC II типа регули-
руют серотонин и дофамин опосредованно через
экспрессируемые ими гены дофаминовых (D2/D3)
и серотониновых (5-HT) рецепторов (Salvi et al.,
2016; Kohl et al., 2016). SGZ получает множество
нейротрансмиттерных сигналов: дофаминерги-
ческие из VTA (ventral tegmental area), серото-
нинергические из ядер шва (raphe nuclei), а также
ацетилхолинергические из ядер перегородки.

В результате взрослого нейрогенеза в SGZ у
грызунов генерируется только один тип нейро-
нов – возбуждающие гранулярные нейроны зуб-
чатой извилины, которые получают сигналы из
энторинальной коры и передают возбуждающие
импульсы нейронам в CA3 и CA2 зоны гиппокам-
па (Kempermann et al., 2015). Активируя тормоз-
ные интернейроны, вновь образованные грану-
лярные нейроны ингибируют общую активность
GD, что имеет значение в когнитивной пластич-
ности, в частности в улучшении различения близ-
ких паттернов (Anacker et al., 2017) (подробнее см.
в разделе “Функции NSC взрослого мозга”).

КЛЮЧЕВЫЕ ОСОБЕННОСТИ 
НЕЙРОГЕНЕЗА ВО ВЗРОСЛОМ МОЗГЕ
Нейрогенез во взрослом мозге не является

уменьшенной копией эмбрионального нейро-
генеза, но имеет свои особенности и ограниче-
ния. Несмотря на то, что и в позднем эмбриональ-
ном периоде и во взрослом состоянии молодые
нейроны образуются из нейроглиальных радиаль-
ных предшественников (Ponti et al., 2017), взрос-
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лый нейрогенез принципиально отличается как
микроокружением ниш стволовых клеток, так и
молекулярными механизмами регуляции (Lugert
et al., 2012).

Транскриптомные исследования показали, что
паттерн экспрессии нейроэпителиальных радиаль-
ных предшественников в эмбриональном периоде
наиболее близок к паттерну промежуточных ней-
рональных прогениторов (IPC или TAPs), в то
время как транскриптом клеток радиальной
глии V-SVZ и SGZ взрослого мозга ближе всего к
транскриптому дифференцированных астроци-
тов и эпендимальных клеток (Gouti et al., 2015).
Астроглия и эпендима в V-SVZ и астроглия в
SGZ играют важную роль в функционировании
взрослых ниш стволовых клеток, определяя ее
преимущественную “глиогенность” (Paez-Gonza-
lez et al., 2011; Taverna et al., 2014). Эта особенность
взрослого микроокружения приводит к тому, что
в отличие от эмбриональных NSC, которые диф-
ференцируются преимущественно в нейрональ-
ном направлении, взрослые NSC никогда не диф-
ференцируются в нейроны напрямую и достаточно
легко дифференцируются в астроциты (Taverna
et al., 2014; Götz et al., 2016).

Примечательно, что при культивировании
in vitro, в присутствии пронейрональных факто-
ров, как эмбриональные, так и взрослые NSC до-
статочно легко дифференцируются в нейрональ-
ном направлении. Однако, при трансплантации
NSC в паренхиму головного мозга взрослого жи-
вотного как эмбриональные, так и взрослые NSC
преимущественно дифференцируются в глиаль-
ном направлении (Götz et al., 2016; Samoilova et al.,
2021). Исключение составляет трансплантация
NSC в зубчатую извилину, в результате которой на-
блюдается нейрональная дифференцировка пере-
саженных клеток (Lugert et al., 2012; Fuentealba
et al., 2012). Трансплантация нейрональных проге-
ниторов в другие структуры взрослого мозга, в ко-
торых естественный нейрогенез отсутствует, приво-
дит к торможению нейрональной дифференциров-
ки, вследствие чего прогениторы либо сохраняют
свой исходный фенотип, либо дифференцируются в
глиальном направлении (Mira et al., 2010). При этом
экспрессия пронейрональных генов, таких как
Pax6, Ascl1 и Ngn2, которая активно осуществля-
ется у NSC in vitro, после трансплантации резко
снижается, что и обусловливает потерю нейро-
нальной дифференцировки in vivo во взрослом
мозге (Barnabé-Heider et al., 2010; Torper et al.,
2013).

Приведенные выше результаты и понимание
организации ниш стволовых клеток во взрослом
мозге позволяет сделать заключение, что взрос-
лые NSC исходно “глиогенны” и способны к ней-
рогенезу только через промежуточные формы с
постепенной активацией пронейрональных тран-

скрипционных факторов и без этой транскрип-
ционной поддержки могут легко сменить направле-
ние дифференцировки на глиогенез (Grande et al.,
2013). Транскрипционная пронейрональная под-
держка при взрослом нейрогенезе осуществляет-
ся теми же факторами, что и в эмбригенезе –
Pax6, Gsx2, Dlx, Ascl1, Ngn2 и NeuroD1 (Lugert et al.,
2012; Ninkovic et al., 2013). Однако, если эмбрио-
нальная радиальная глия исходно мультипотентна
и способна к прямой пронейрональной дифферен-
цировке, то взрослым NSC необходима серия про-
межуточных делений для наработки необходимого
уровня пронейрональных транскрипционных фак-
торов (Haubst et al., 2004; Costa et al., 2011; Grande
et al., 2013; López-Juárez et al., 2013).

Еще одной важной особенностью взрослых NSC
является продолжительный клеточный цикл. Эм-
бриональные NSC до позднего неонатального пе-
риода не переходят в состояние покоя и их клеточ-
ный цикл длится 10–18 ч, в то время как взрослые
NSC, периодически переходя в покоящееся со-
стояние, могут иметь продолжительность клеточ-
ного цикла от нескольких суток до двух недель и
более (Arai et al., 2011; Bonaguidi et al., 2011; Sohn
et al., 2015).

Таким образом, взрослые NSC – специаль-
ный, обосабливающийся еще в пренатальном пе-
риоде развития пул клеток, имеющий свои осо-
бые функции и механизмы регуляции покоя, про-
лиферации и дифференцировки. В довершении к
уже перечисленным свойствам взрослых NSC (пре-
бывание в состоянии покоя, способность к само-
поддержанию, способность генерировать промежу-
точные прогениторные формы из которых разви-
ваются нейроны и глия), можно добавить еще одну
ключевую характеристику – это неспособность к
прямой нейрональной дифференцировке (Lugert
et al., 2012; Götz et al., 2016), которая, вероятнее все-
го обусловливается глиогенным влиянием микро-
окружения. Эту исходную “глиогенность” микро-
окружения взрослого мозга необходимо учитывать
при разработке всех нейрорегенеративных техно-
логий, включающих нейрональную дифференци-
ровку.

ФУНКЦИИ NSC ВЗРОСЛОГО МОЗГА
В нише стволовых клеток в V-SVZ в течение

жизни мелких млекопитающих образуются сотни
миллионов молодых ольфакторных нейронов,
которые затем мигрируют оттуда в обонятельную
луковицу, формируя ростральный миграцион-
ный путь (Jurkowski et al., 2020). Десятки тысяч
молодых нейронов, образующихся в SGZ, зани-
мают свое место в гранулярном слое зубчатой из-
вилины. Логично предположить, что и в V-SVZ и
в SGZ новые нейроны замещают функции по тем
или иным причинам деградирующих нейронов,
однако это не совсем так. В последние двадцать



184

ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 3  2022

БАКЛАУШЕВ и др.

лет, с развитием генетических технологий по-
явились новые инструменты для исследования
функций новообразованных нейронов. Были,
например, получены трансгенные мыши, у кото-
рых можно произвести субтотальную деплецию
пролиферирующих NSC. Так, у трансгенных мы-
шей Gfap-tk в геном встроен ген тимидинкиназы
вируса простого герпеса под контролем промото-
ра GFAP, вследствие чего все пролиферирующие
взрослые NSC становятся чувствительны к проти-
вовирусному препарату Valganciclovir (VGCC). Ес-
ли во взрослом состоянии трансгенным мышам
Gfap-tk ввести этот препарат, все пролиферирую-
щие NSC подвергаются массированному апопто-
зу и нейрогенез в церебральных нишах стволовых
клеток полностью останавливается (Snyder et al.,
2011).

В V-SVZ около 95% новых нейронов диффе-
ренцируются в гранулярные клетки (GCs). По-
давляющее большинство из оставшихся 5%
клеток становятся перигломерулярными клет-
ками (Lledo et al., 2006). И те, и другие являются
ГАМКергическими ингибиторными нейронами.
Посредством дендрит-дендритных реципрокных
связей GCs ингибируют митральные клетки, глав-
ные нейроны обонятельной луковицы (Li et al.,
2018). Эксперименты с выключением нейрогенеза
во взрослом состоянии у трансгенных мышей по-
казали, что животные, у которых нарушено обра-
зование молодых ольфакторных нейронов, в целом
не отличаются от здоровых мышей, но перестают
различать похожие запахи вследствие обеднения
паттернов распознавания в митральных клетках
OB, обусловленного, вероятно, уменьшением су-
прессивного воздействия на них ингибиторных
гранулярных и перигломерулярных ГАМКерги-
ческих нейронов, популяция которых обновляет-
ся за счет молодых нейронов (Li et al., 2018).

Образованные в результате взрослого нейроге-
неза в SGZ молодые нейроны дифференцируют-
ся в возбуждающие нейроны и занимают место в
гранулярном слое зубчатой извилине. Аксоны
этих клеток образуют моховидные волокна, иду-
щие в СА3 и CA2 зоны гиппокампа, где они за-
канчиваются в виде “синаптических бляшек” в
зонах, богатых интернейронами. В течение не-
скольких недель после образования эти нейроны
можно обнаружить по усиленному синаптогенезу
и нейрональной пластичности, затем, примерно
после 8 недели они становятся неотличимы от
взрослых нейронов гранулярного слоя GD (Sailor
et al., 2016). Основная функция нейронов грану-
лярного слоя – передача импульсов в пирамид-
ные клетки СА3 зоны гиппокампа. Эти нейроны
передают импульсы довольно редко и их актив-
ность реципрокно модулируется большим коли-
чеством интернейронов гиппокампа (Kemper-
mann et al., 2015). Результирующим влиянием но-
вообразованных нейронов, вследствие активации

локальных тормозных интернейронов является
торможение общей активности GD (Anacker et al.,
2017). Консолидацию новообразованных нейронов
GD в функции гиппокампа, связывают с общей
нейрональной пластичностью в процессе когни-
тивной деятельности, имеющей важное значение
при распознавании близких паттернов в процессе
обучения, функционировании памяти, а также при
адаптивной регуляции эмоциональной сферы (Lle-
do et al., 2006; Snyder et al., 2011; Sailor et al., 2016;
Li et al., 2018; Anacker et al., 2017; Ruddy et al., 2018;
Fares et al., 2019; Toda et al., 2019; Jurkowski et al.,
2020).

Эксперименты с выключением взрослого ней-
рогенеза у трансгенных мышей обнаружили, что
новообразованные нейроны играют важную роль
не только в решении когнитивных задач, но и в ре-
ципрокной инактивации гипоталамо-гипофизар-
но-надпочечниковой системы, активирующейся в
ответ на стресс. Так, у трансгенных мышей с депле-
цией нейрогенеза обнаружили более продолжи-
тельное повышение уровня кортикостерона – ос-
новного глюкокортикоидного гормона у грызунов –
в ответ на острый стресс. Эти мыши показали по-
вышенное пищевое избегание в новом окруже-
нии, повышенное истощение в тесте принуди-
тельного плавания и другие эквиваленты депрес-
сивного поведения. Это позволило сделать вывод
о том, что новообразованные нейроны GD игра-
ют важную роль в антистрессорной адаптации ор-
ганизма (Snyder et al., 2011). Важно отметить, что в
том же исследовании было показано, что ни цир-
кадные колебания уровня кортикостерона, ни ис-
ходный максимум его повышения в ответ на стресс
у мышей с деплецией нейрогенеза и диких мышей
не отличаются, что еще раз свидетельствует о том,
что взрослый нейрогенез не является жизненно
необходимым, а относится к механизмам “тон-
кой настройки” нейроэндокринной системы к
окружающей среде. Адаптационная роль взрос-
лого нейрогенеза подчеркивается поведенчески-
ми и эмоциональными нарушениями, возникаю-
щими при его нарушениях (Anacker et al., 2017).

Как мы уже отмечали выше, радиоуглеродный
анализ показал наличие нейрогенеза в SGZ GD
гиппокампа взрослого человека (Spalding et al.,
2013), однако, иммуногистохимические исследо-
вания не подтвердили наличие сколь-либо замет-
ного нейрогенеза у детей старше 13 лет и аналогич-
ных по возрасту нечеловекообразных приматов
(Sorrells et al., 2018). В другой работе с иммуноги-
стохимическим исследованием препаратов мозга
человека показано, что молодые нейроны обнару-
живаются в гиппокампе только у детей до трех
лет, в дальнейшем в SGZ пролиферирует только
микроглия (Dennis et al., 2016). В этой связи, гово-
рить о функции нейрогенеза у приматов и челове-
ка справедливо, по крайней мере применительно
к раннему детскому возрасту. В этом возрасте ак-
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тивный нейрогенез связывают с развитием когни-
тивных функций, способностей обучения и памя-
ти. В то же время, до сих пор всерьез обсуждается
роль постнатального нейрогенеза в развитии ней-
родегенеративных и психических нарушений у
взрослых, включая депрессию, и даже болезнь
Альцгеймера (Anacker et al., 2017; Berger et al., 2020).

Резюмируя данные исследований у лаборатор-
ных животных, можно заключить, что функция но-
вых нейронов, образующихся в процессе взрослого
нейрогенеза – участие в процессинге новой ин-
формации, поступающей в течение жизни, обеспе-
чивающее когнитивную пластичность и тонкую
адаптацию к условиям окружающей среды.

Можно предположить, что именно с выполне-
нием специализированных функций, характерных
для определенных нейронных систем мозга связана
малоэффективная реакция взрослых NSC в услови-
ях патологии.

РОЛЬ РЕЗИДЕНТНЫХ NSC
ПРИ ПАТОЛОГИИ

Роль взрослых NSC при патологии ЦНС в по-
давляющем большинстве опубликованных работ
исследовалась на моделях патологии головного
мозга у мелких лабораторных грызунов. Наиболее
изучены в этом отношении четыре модели самых
частых церебральных катастроф: 1) модель неона-
тальной гипоксии, воспроизводящей гипоксико-
ишемическую энцефалопатию новорожденных;
2) различные варианты травматического повре-
ждения головного мозга (механическая травма, хи-
мическая деплеция, лучевое поражение) и раз-
личные модели ишемии во взрослом состоянии
(фототромбоз, окклюзия средней мозговой арте-
рии и др.), воспроизводящих ишемический ин-
сульт у взрослых (Ruddy et al., 2018).

При заболеваниях и травмах ЦНС происходят
глобальные изменения церебрального гомеоста-
за, затрагивающие в том числе и ниши стволовых
клеток мозга. Системные воспалительные сигна-
лы при патологии ЦНС достигают V-SVZ и SGZ
через микрососудистое русло, или выделяются в
нише реактивной микроглией и инфильтрирую-
щими иммунными клетками. Ряд провоспали-
тельных цитокинов, в частности интерлейкин-6
напрямую воздействует на NSC через соответ-
ствующие рецепторы (Storer et al., 2018). Универ-
сальной реакцией стволовой ниши в ответ на лю-
бые патологические изменения является актива-
ция нейрогенеза. Такая активация во взрослом
мозге мышей показана в ответ на массивную ги-
бель нейронов при инсультах, черепно-мозговых
травмах, нейродегенеративных заболеваниях, эпи-
лепсии и пр. (Lledo et al., 2006; Snyder et al., 2011;
Sailor et al., 2016; Ruddy et al., 2018; Fares et al., 2019;
Toda et al., 2019; Jurkowski et al., 2020). Облучение

стволовых ниш, хирургическая резекция или хи-
мическая деплеция нейрогенеза цитозин-араби-
нозидом или 5-фторурацилом также неизбежно
приводят к активации уцелевших qNSC, усиле-
нию пролиферации активированных NSC, а так-
же всех промежуточных прогениторов (Urbán
et al., 2019).

Гипоксико-ишемическая энцефалопатия (ГИЭ)
у новорожденных мышей характеризуется массиро-
ванным повреждением в области стриатума, рас-
ширением боковых желудочков, нарушениями сек-
реторной функции хориодного сплетения, массив-
ным апоптозом нейробластов в пределах стволовой
ниши (Ruddy et al., 2018). Вместе с тем, уже через
неделю после экспериментальной ГИЭ наблюдает-
ся значительное увеличение количества BrdU+ и
Dcx+ положительных пролиферирующих ней-
робластов – как в V-SVZ на стороне ГИЭ, так и в
V-SVZ на контралатеральной стороне (Ong et al.,
2005). В активации пролиферации нейробластов
в ответ на ГИЭ определенную роль играет оверэкс-
прессия Notch1, Delta-like 1, и Jagged1 (Felling et al.,
2016). Примечательно, что активацию сигналлин-
га Notch1 может запускать фактор, ингибирую-
щий лейкемию (LIF, leukemia-inhibitory factor),
который активируется в реактивных астроцитах в
результате травмы. Мы еще будем упоминать этот
фактор ниже, при рассмотрении протоколов ре-
программирования.

Транскриптомный анализ показал, что в ответ
на гипоксико-ишемическое повреждение qNSC
кардинально меняют метаболизм, усиливают син-
тез белка и индуцируют экспрессию транскрипци-
онных факторов (Llorens-Bobadilla et al., 2015).
Примечательно, что паттерн экспрессии NSC в от-
вет на ишемию очень похож на паттерн экспрессии
сателлитных стволовых клеток мышечной ткани,
что свидетельствует о том, что в qNSC, вероятно,
включается универсальная программа генетиче-
ской экспрессии, одинаковая для различных тка-
ней в условиях тканевой гипоксии (Llorens-Boba-
dilla et al., 2015). Очевидно, что данная программа
имеет непосредственное отношение к репаратив-
ной клеточной регенерации, однако, не менее оче-
видно, что эффективность ее реализации при пато-
логии головного мозга млекопитающих низка.
Большое количество исследований посвящено
различным подходам по улучшению репаратив-
ной регенерации за счет NSC путем дополни-
тельной активации их выживания, пролиферации
и миграции с помощью различных биологически
активных факторов, таких, как уже упомянутый
LIF, малых молекул (метформин, ионы лития),
клеточной терапии и пр. (Dadwal et al., 2015; Felling
et al., 2016; Ruddy et al., 2018). У мелких грызунов
подобные подходы подчас способствуют эффек-
тивному восстановлению утраченных функций,
однако вероятность их успешной трансляции на
патологию человека минимальна.
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Обсуждая регенерацию у рыб и амфибий, мы
упоминали о репрограммировании с дедиффе-
ренцировкой и приобретением стволовости, ко-
торому подвергаются резидентные клетки в очаге
патологии, что вместе с ремоделированием ECM
создает уникальные условия для восстановления
структур ЦНС de novo (Maden et al., 2013; Goldman
et al., 2014). Примечательно, что в стриатуме и ме-
диальной коре у мышей также наблюдали фено-
мен дедифференцировки астроцитов с образова-
нием Ascl1-позитивных нейрональных прогени-
торов, способных к генерации молодых нейронов
(Nato et al., 2015; Magnusson et al., 2020). Обяза-
тельным условием такой трансформации является
супрессия сигнального пути Notch, что свидетель-
ствует о том, что активность этого пути не только
обеспечивает состояние покоя NSC, но и препят-
ствует дедифференцировке астроглии (Magnusson
et al., 2020).

СТАРЕНИЕ NSC – ОСОБЕННОСТИ 
МИКРООКРУЖЕНИЯ?

Старение – процесс, характеризующийся по-
степенно нарастающими нарушениями гомео-
стаза, затрагивающими все ниши резидентных
стволовых клеток, в том числе и в головном мозге
(Samoilova et al., 2021). Вместе с тем, старение
NSC имеет свои уникальные особенности. Не-
смотря на то, что нейрогенез сохраняется в мозге
на протяжении всей жизни, интенсивность его в
процессе старения мозга заметно снижается
вследствие уменьшения пула пролиферирующих
NSCs (Basak et al., 2018). Новейшие исследования
показали, что в процессе старения мозга, в V-SVZ
и SGZ происходят два параллельных процесса –
уменьшение общего количества Nestin+ Mcm2+
NSC и увеличение доли qNSC (Nestin+ Mcm2–)
(Ibrayeva et al., 2021). То есть, снижение нейроге-
неза с возрастом может быть обусловлено перехо-
дом большой доли NSC в покоящееся состояние,
вследствие снижения с возрастом активирующих
сигналов (Urbán et al., 2019). Было обнаружено,
что NSC в V-SVZ старых мышей становятся менее
чувствительны к сигналам активации при травме
мозга, однако, активировавшись старые NSC не
отличаются от юных по уровню пролиферации и
дифференцировки (Kalamakis et al., 2019); воз-
растные изменения транскриптома активирован-
ных старых NSC также не были обнаружены, что
позволяет предположить, что старение ниш ство-
ловых клеток в меньшей степени затрагивает поко-
ящиеся на протяжении жизни NSC по сравнению с
их окружением. Старение микроокружения ниши
стволовых клеток проявляется снижением сыворо-
точного уровня важных сигнальных молекул, таких
как инсулин и IGF, снижением секреторной актив-
ности хориоидного сплетения, локальным изме-
нением активности сигнальных путей, в частно-

сти, инактивацией пути Wnt его антагонистом
sFRP5 (Kalamakis et al., 2019), изменением соот-
ношения IGF-1/BMP5 и др., что суммарно при-
водит к увеличению доли покоящихся NSC (Ur-
bán et al., 2019; Kalamakis et al., 2019; Ibrayeva et al.,
2021).

В отличие от других резидентных стволовых
клеток, функции “старых” NSCs могут быть быст-
ро нормализованы до состояния “молодых” при
стимуляции in vitro. Так, кондиционированная сре-
да от клеток хориоидного сплетения молодых мы-
шей стимулирует пролиферацию старых NSC и на-
оборот – среда от клеток хориоидного сплетения
старых мышей инактивирует пролиферацию юных
NSC, вследствие изменения соотношения BMP5
и IGF1 (Smith et al., 2015). Эксперименты с гете-
рохронным парабиозом (объединением крове-
носных систем молодых и старых мышей) показа-
ли, что перфузия мозга старых мышей кровью мо-
лодых приводит к восстановлению уровней IGF-1,
GH, Wnt3, TGF-β или GDF11 у старых мышей до
“молодого” уровня, что существенно активирует
нейрогенез и когнитивные функции (Okamoto
et al., 2011; Pineda et al., 2013; Katsimpardi et al.,
2014; Villeda et al., 2014). Интересно, что ряд ассо-
циированных с возрастом факторов так или ина-
че связаны с иммунным ответом и воспалением.
Помимо уже упомянутого TGF-β, которые наря-
ду с влиянием на нейрогенез является индуктором
Т-клеток, отмечается роль β2-микроглобулина в
старении ниш NSC и возрастном ухудшении ко-
гнитивных функций (Smith et al., 2015). Интерес-
ные результаты были обнаружены Dulken и соавт.,
которые провели секвенирование 14685 отдельных
клеток в стволовых нишах молодых и старых мы-
шей (Dulken et al., 2019). Это прецизионное ис-
следование подтвердило предположение о том,
что с возрастом уменьшается количество активи-
рованных NSC. Были также обнаружены возраст-
ные изменения транскриптома эндотелиальных
клеток и микроглии, а также, что интересно –
увеличение T-клеточной инфильтрации в старе-
ющих нишах стволовых клеток. Обнаруженные в
мозге T-клетки по репертуару Т-клеточных ре-
цепторов отличались от Т-клеток в перифериче-
ской крови тех же старых мышей, что позволило
авторам предположить, что возможно, они акти-
вированы какими-то церебральными антигенами
(Dulken et al., 2019). Т-клетки в старом мозге экс-
прессировали γ-интерферон, при этом субпопу-
ляции NSC, отвечающие на интереферон, характе-
ризовались сниженным уровнем пролиферации
in vivo. Эксперименты in vitro также показали, что
Т-клетки могут ингибировать пролиферацию NSC
при кокультивировании, в т.ч. посредством секре-
ции интерферона. Таким образом, иммунные меха-
низмы могут играть свою особую роль в старении
церебральных ниш стволовых клеток и в возраст-
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ном снижении когнитивных функций (Dulken et al.,
2019).

Несмотря на то, что транскриптомные исследо-
вания не обнаружили обусловленных возрастом из-
менений генетической экспрессии в старых NSC,
старение затрагивает и непосредственно NSC, что
проявляется биохимическими нарушениями, в
частности, дисфункцией лизосом, проявляющейся
нарушением деградации белков и внутриклеточ-
ной аккумуляцией белковых агрегатов (Kalamakis
et al., 2019). Различные субпопуляции NSC в V-SVZ
имеют кардинальные различия в белковом гомео-
стазе. Так, активированные NSC характеризуют-
ся наличием активных протеасом, в то время как
qNSC аккумулируют белковые агрегаты в крупных
лизосомах. Лизосомальная активность NSC сни-
жается c возрастом, что приводит к аккумуляции
белковых агрегатов и потери способности к актива-
ции. Стимуляция функции лизсосом предотвра-
щает это связанное со старением снижение актив-
ности (Leeman et al., 2018).

Ibrayeva et al., продемонстрировавшие, что по-
пуляция активированных гипокампальных NSC у
мышей значительно уменьшается с возрастом,
обнаружили определенные молекулярные при-
знаки старения, в числе которых было увеличе-
ние экспрессии Abl1 (Ibrayeva et al., 2021). Инги-
битор Abl иматиниб может, по мнению авторов,
частично восстанавливать функцию стареющих
NSC и замедлить процесс их старения.

Изменения в нишах NSC при старении чело-
века гораздо менее изучены, вместе с тем, подав-
ляющее большинство исследователей считают,
что взрослый нейрогенез драматически снижает-
ся с возрастом, начиная от первого года постна-
тальной жизни (Spalding et al., 2013; Dennis et al.,
2016; Sorrells et al., 2018). Таким образом, и без то-
го низкий регенеративный потенциал головного
и спинного мозга человека с возрастом, на кото-
рый приходится дебют подавляющего большинства
нейродегенеративных заболеваний, становится еще
меньше. Это обстоятельство побуждает ученых ис-
кать альтернативные источники нейральных ство-
ловых клеток для регенеративной терапии.

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ ИСТОЧНИКИ 
НЕЙРАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

ДЛЯ РЕГЕНЕРАТИВНОЙ
ТЕРАПИИ ПОРАЖЕНИЙ ЦНС

Среди альтернативных подходов к получению
аутологичных нейральных стволовых и прогени-
торных клеток, обладающих бóльшим регенера-
торным потенциалом, чем резидентные NSC, осо-
бое место занимает прямое репрограммирование
соматических клеток в пронейрональном направ-
лении (Ahlfors et al., 2019). Идея прямого репро-
граммирования дифференцированных аутологич-

ных соматических клеток до уровня стволовых и
прогениторных клеток с целью создания регене-
ративных технологий также заимствована у при-
роды. При изучении регенерации у данио рерио и
аксолотля был обнаружен феномен репрограмми-
рования и дедифференцировки клеток в зоне по-
вреждения с образованием мультипотентных ство-
ловых клеток. Примером для регенерации нервной
системы являются уже упомянутые клетки Мюлле-
ра, которые при повреждении сетчатки репрограм-
мируются в нейрональные прогениторы и восста-
навливают таким образом нейроны сетчатки (Gold-
man et al., 2014). У млекопитающих глия Мюллера
теряет способность к репрограммирование in vivo,
однако, в экспериментах in vitro можно создать та-
кие условия, при которых глиальные клетки обра-
зуют нейрональные прогениторы и затем – нейро-
ны (Goldman et al., 2014).

Эпоха клеточного репрограммирования нача-
лась в 2006 году, когда Yamanaka и Takahashi
(Takahashi et al., 2006) впервые продемонстриро-
вали технологию создания плюрипотентных кле-
ток из фибробластов мыши посредством ретрови-
русной трансдукции генов четырех транскрипци-
онных факторов: Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc. Эти
четыре транскрипционных фактора с тех пор из-
вестны как “факторы Яманаки” или факторы
OSKM. Вместе с тем, репрограммирование до со-
стояния плюрипотентной стволовой клетки сопро-
вождается “обнулением” эпигенетического статуса
клетки, возникновением геномной нестабильности
и терратогенности. Технология прямого репро-
граммирования до уровня нейральных стволо-
вых/прогениторных клеток лишена этих недо-
статков (для обзора см. Samoylova et al., 2020;
Samoilova et al., 2021). C помощью прямого репро-
граммирования нейральные прогениторы, спо-
собные дать начало специализированным нейро-
нам, могут быть получены из легко доступных
аутологичных соматических клеток (Mall et al.,
2017; Tanabe et al., 2018; Ahlfors et al., 2019). Пря-
мое репрограммирование, позволяющее мино-
вать потенциально небезопасную стадию инду-
цированной плюрипотентности, сохраняет эпи-
генетический “портрет” исходной клетки (Victor
et al., 2018). Сохранение возраста репрограммиро-
ванных клеток обусловливает предпочтительное
применение прямого репрограммирования для со-
здания моделей возрастных нейродегенеративных
заболеваний, таких как болезни Альцгеймера и
Гентингтона (Victor et al., 2018).

Прямое репрограммирование в нейрональном
направлении проводят с помощью трансдукции
генами первичных и вторичных транскрипцион-
ных факторов, опосредующих эмбриональный
и/или взрослый нейрогенез (Samoilova et al.,
2021). Это такие факторы, как Sox2, Pax6, Msi1,
Ascl1, Brn2, Neurogenins, NeuroD1, Myt1l, Gsx2, Dlx.
При этом в результате прямого репрограммирова-
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ния могут быть получены любые клеточные типы
из онтогенетического ряда от мультипотентных
нейральных стволовых клеток и комитированных
нейрональных и глиальных прогениторных клеток
до нейробластов и “молодых” нейронов, экспрес-
сирующих базовые нейрональные маркеры. Важ-
ным аспектом прямого репрограммирования яв-
ляется инактивация супрессии нейрон-специфи-
ческих генов у исходных соматических клеток, а
также преодоление исходной “глиогенности” мик-
роокружения взрослого мозга (Samoilova et al.,
2021). Полученные в результате репрограммиро-
вания клетки способны к нейрональной диффе-
ренцировке.

Дальнейшее развитие технологии репрограм-
мирования, возможно, позволит создать универ-
сальный протокол, объединяющий в себе поло-
жительные черты как репрограммирования через
стадию индуцированной плюрипотентности (IPS)
(“обнуление” связанного с возрастом паттерна
ДНК-метилирования, высокий регенераторный
потенциал) так и прямого репрограммирования
(отсутствие генетической нестабильности и повы-
шенного риска хромосомных аберраций, быстрота,
приемлемая стоимость). Уже сейчас описано полу-
чение индуцированных нейронов без стадии IPS
(т.е. по сути – методом прямого репрограммирова-
ния) без экспрессии OCT-4 приводящего к проме-
жуточной стадии плюрипотентности (Sheng et al.,
2018). Репрограммирование клеток перифериче-
ской крови (эритробласты) выполняли с помощью
неинтегрирующихся векторов на основе вируса
Сендай с генами SOX2 и c-MYC. Для облегчения
репрограммирования в среду добавляли ингиби-
тор GSK3β – CHIR99021, активатор пути SHH –
purmorphamine, ингибитор ALK-5 – A83-01, ре-
комбинантный LIF и tranylcypromine. Полученные
в результате этого протокола индуцированные ней-
роны в течение двух недель от начала репрограмми-
рования оверэкспрессировали пронейрональные
гены SOX2, NES, PAX6 и CDH2, при этом экспрес-
сия главного гена плюрипотентности – OCT4 от-
сутствовала, что свидетельствовало о том, что ре-
программирование из гемопоэтической клетки в
нейральную прошло без промежуточной IPS-по-
добной стадии. Через три недели спонтанной
дифференцировки полученные молодые нейро-
ны экспрессировали TUJ1+, через 6 недель MAP2
и NeuN, затем была показана их возможность
дифференцироваться в глутаматергические,
ГАМКергические и серотонинергические нейро-
ны с формированием соответствующих электро-
физиологических паттернов. Уникальность этого
исследования заключается в том, что авторы по-
казали, что их протокол сопровождается “стира-
нием” возраст-зависимого профиля метилирова-
ния ДНК и омоложением клеток при оценки с
помощью эпигенетических часов Horvath (Sheng
et al., 2018). Последний факт немаловажен для со-

здания регенеративных технологий, поскольку
приближает репрограммированные клетки к фе-
тальным НСК, способным к активному нейроге-
незу.

Многочисленные экспериментальные иссле-
дования прямо репрограммированных нейро-
глиальных прогениторных клеток (drNPC) на
мелких лабораторных животных показали, что
их трансплантация может быть эффективна в те-
рапии экспериментального инсульта (Vonder-
walde et al., 2019; Namestnikova et al., 2021) и спи-
нальной травмы (Nagoshi et al., 2018; Nori et al.,
2018). При этом drNPC способствовали синаптоге-
незу, ремиелинизации и функциональному восста-
новлению неврологического дефицита. Поскольку
на мелких лабораторных животных применялась
ксеногенная трансплантация drNPC человека,
факт нейрональной дифференцировки переса-
женных клеток зарегистрирован не был. Частич-
ная нейрональная дифференцировка была пока-
зана в экспериментах на крупных лабораторных
животных – нечеловекообразных приматах при
трансплантации drNPC в составе тканеинженер-
ных конструктов (Baklaushev et al., 2019). Эффек-
тивность трансплантированных drNPC была также
подтверждена в экспериментах на нечеловекооб-
разных приматах с экспериментальной спинальной
травмой, у которых также было показано восста-
новление соматосенсорных и двигательных вы-
званных потенциалов, хотя нейрональная диффе-
ренцировка пересаженных drNPC в этом исследо-
вании и не обнаруживалась (Baklaushev et al., 2021).

Новой эпохой в регенеративной терапии забо-
леваний и травм нервной системы может стать
репрограммирование in situ, когда, с помощью
различных подходов, может быть запущена транс-
дифференцировка в нейрональном направлении
резидентных глиальных и/или мезенхимальных
клеток непосредственно в структурах головного
мозга. Уже сейчас получены первые доказатель-
ства того, что такой подход в принципе возможен.
В частности, показано, что деплеция РНК-связы-
вающего белка PTB, через который реализуется
блокирующее действие REST на нейрональные
транскрипционные факторы запускает програм-
му нейрональной дифференцировки астроцитов у
крыс с 6-OHDA гемипаркинсонизмом (Qian et al.,
2020). В будущем технология прямого репрограм-
мирования in situ до терминально дифференциро-
ванных нейронов (дофаминергических, ацетил-
холинергических, серотонинергических и пр.)
может позволить решить проблему болезни Пар-
кинсона и других нейродегенеративных заболе-
ваний, характеризующихся прогрессивной ней-
рональной гибелью (Arenas, 2020).

Таким образом, в дополнение к технологии
получения клеток с индуцированной плюрипо-
тентностью, прямое репрограммирование сома-
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тических клеток в нейроглиальном направлении
открывает новые возможности для развития персо-
нализированной медицины, от разработки in vitro
моделей наследственных и дегенеративных невро-
логических заболеваний в случае репрограмми-
рования с сохранением эпигенетического возраста,
до создания нейрорегенеративных технологий –
при репрограммировании с “омоложением” пат-
терна метилирования ДНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

У млекопитающих взрослые NSC выполняют
специализированные функции: в V-SVZ это гене-
рация определенных типов ольфакторных нейро-
нов, необходимых для различения похожих запа-
хов, в зубчатой извилине – это генерация грану-
лярных нейронов для включения в нейральные
цепи, осуществляющие запоминание образов и
обучение на протяжении всей жизни. У мелких
лабораторных млекопитающих взрослые NSC не
приспособлены обеспечивать регенерацию за
пределами зон их компетенции, несмотря на вы-
раженную активацию их пролиферации в усло-
виях патологии. У высших приматов и человека
многими исследователями ставится под сомне-
ние возможность сколь-либо заметного нейро-
генеза во взрослом состоянии. Отсутствие ак-
тивного нейрогенеза во взрослом мозге человека
делает бесперспективными все попытки актива-
ции клеточной регенерации за счет резидентных
NSC, в той или иной степени эффективные у
крыс и мышей. Альтернативой взрослым NSC
могут быть трансплантаты репрограммирован-
ных нейральных прогениторных клеток, которые,
в отличие от первых, характеризуются повышен-
ной способностью к нейрональной дифференци-
ровке, несмотря на воспалительное микроокруже-
ние взрослого мозга, и потенциально способны
восстановить утраченные в результате заболева-
ний и травм ЦНС популяции нейронов.
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Resident Neural Stem Cell Niches and Regeneration:
The Shine and Poverty of Adult Neurogenesis
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The discovery of postnatal neurogenesis, the isolation and cultivation of neural stem cells (NSCs) of the adult
brain and the subsequent production of autologous neurons from them in vitro have filled scientists with the
hope that new regenerative technologies will soon be created in order to restore the central nervous system
(CNS) functions lost due to diseases and injuries. However, over the next thirty years, the excitement and
charm of the new discovery gave way to understanding the functions of NSC and their critical assessment.
Why did nature make it so that cellular regeneration in mammals was preserved only in the olfactory bulb,
and not in the retina and organ of Corti, despite the fact that sight and hearing are no less important for the
survival of mammalian species than smell? Why is cellular regeneration present in the ancient cortex, but ab-
sent in the neocortex? Why are there niches of resident stem cells in the brain, but absent in the spinal cord?
Finding answers to these questions is forcing scientists to rethink the biological role of adult NSCs. Clonal
studies of derivatives of adult NSCs allow us to conclude that their functions in the adult brain are most likely
not associated with reparative regeneration and are definitely not associated with epimorphic regeneration of
CNS structures. Young neurons formed in the subventricular and subgranular zones of the adult brain, inte-
grating into neural networks, perform very specific functions – modulation of smell recognition and the func-
tioning of learning and memory, respectively. In an adult, the level of neurogenesis in the subventricular zone
is vanishingly small, and the level of neurogenesis in the dentate gyrus is comparable to the level in mice at
least in the postnatal period. It allows us to conclude that the function of neurogenesis in higher primates is
reduced to participation in cognitive plasticity, memory modulation and other functions of the hippocampus.
Under pathological conditions, global changes in homeostasis occur in the stem niches of the adult brain, ac-
companied by activation of dormant NSCs, increased proliferation of surviving NSCs and all subsequent
clones of progenitors. However, in the case of severe cell death, an epiform regeneration with the participation
of newly formed neuroblasts does not even occur in lower mammals. In humans, taking into account the pro-
nounced age-related involution of neurogenesis in the dentate gyrus, the restoration of cerebral functions is
carried out only through neuronal plasticity. Understanding the biological role of adult NSCs allows us to
draw a disappointing conclusion that the creation of regenerative technologies for diseases and injuries of the
CNS in humans, if possible, is possible only by adult cells reprogramming and giving them and their micro-
environment the properties of juvenile nervous tissue.

Keywords: neurogenesis, neural stem cells, stem cell niches, subventricular zone, subgranular zone, CNS re-
generation
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Поддержание оптимального кислотно-щелочного равновесия организма играет ключевую роль в
регуляции метаболизма, и обеспечивается функционированием эндогенных pH-сенсоров – моле-
кул, активность которых регулируется при изменении pH среды. Рецепторная тирозинкиназа IRR
(рецептор, подобный рецептору инсулина) является сенсором щелочного pH, активируется при по-
вышении pH внеклеточной среды выше 7.9. Экспрессия IRR специфична, рецептор обнаруживает-
ся в некоторых органах, в определенных типах клеток. Установлено, что рецептор IRR вовлечен в
экскрецию бикарбоната почками. Механизм действия и функция рецептора IRR как сенсора ще-
лочного pH в других органах не известна. Для выявления роли рецептора IRR в эмбриогенезе мы
провели эксперименты по оценке развития преимплантационных эмбрионов мышей дикого типа и
мышей, нокаутных по гену insrr, с использованием МЕА-теста (mouse embryo assay). Оценку разви-
тия осуществляли с помощью индекса выхода бластоцист – процент образования бластоцист от об-
щего количества извлеченных зигот. Выход бластоцист у нокаутных животных оказался значитель-
но ниже, чем у животных дикого типа, 6.7% от общего количества извлеченных клеток у нокаутных
животных и 43.8% у животных дикого типа. Отличалось и количество извлеченных зигот у мышей
дикого типа и нокаутных по гену insrr. В среднем, количество извлеченных зигот из одной самки со-
ставило 18.9 зигот для мышей дикого типа, и 11.8 зигот для нокаутных по insrr мышей. Полученные
нами результаты указывают на потенциальную роль рецепторной тирозинкиназы IRR в развитии
преимплантационных эмбрионов.

Ключевые слова: рецепторные тирозинкиназы, преипмлантационные эмбрионы, IRR, Mouse Em-
bryo Assay
DOI: 10.31857/S047514502203003X

ВВЕДЕНИЕ
Одним из важнейших свойств живого организ-

ма является поддержание оптимального кислотно-
щелочного равновесия и ионного состава внутрен-
ней среды, необходимого для жизнедеятельности
клеток в условиях влияния внешних и внутренних
факторов. Регуляция кислот и оснований обеспе-
чивается множеством молекулярных механизмов,
многие из которых до сих пор не изучены. В орга-
низме существует большое количество эндогенных
pH-сенсоров – молекул, свойства и активность ко-
торых регулируется при изменении pH среды (Se-
rova et al., 2020). Одним из сенсоров щелочного рН
является рецептор, подобный рецептору инсулина
(IRR), член семейства рецептора инсулина, кото-
рое также включает рецептор инсулина (IR) и ре-
цептор инсулиноподобного фактора роста (IGF-
IR) (Deyev et al., 2011). IRR может напрямую акти-
вироваться слабощелочной внеклеточной сре-

дой, что разительно отличает рецептор от других
рецепторных тирозинкиназ, которые имеют ли-
ганды белковой или пептидной природы.

В отличие от своих близких гомологов рецеп-
торов IR и IGF-IR, которые экспрессируются в
широком спектре тканей и клеток, экспрессия
IRR специфична, рецептор обнаруживается в не-
которых органах, в определенных типах клеток.
Наибольшее количество IRR было обнаружено в
почке, где IRR экспрессируется в β-вставочных
клетках, выстилающих дистальные канальцы (Pe-
trenko et al., 2013), которые секретируют бикарбо-
нат. В меньших концентрациях мРНК IRR была
обнаружена в мозге, желудке, поджелудочной желе-
зе (Petrenko et al., 2013; Deyev et al., 2017). С исполь-
зованием метода РНК-секвенирования отдельных
клеток была показана экспрессия IRR в нейронах
спинномозговых ганглиев мышей (Usoskin et al.,
2015).
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Установлено, что IRR вовлечен в секрецию би-
карбоната почками. У мышей, нокаутных по гену
insrr, кодирующему рецептор IRR, щелочная на-
грузка на организм сопровождалась метаболиче-
ским алкалозом и пониженной секрецией бикар-
боната в мочу (Deyev et al., 2011). Механизм дей-
ствия и функция рецептора IRR как сенсора
щелочного pH в других органах не установлена. По
данным литературы, рецепторная тирозинкиназа
IRR связана с репродуктивной системой и ранним
эмбриональным развитием. У крыс наблюдается
активация экспрессии IRR в текальных клетках
фолликулов перед овуляцией при стимуляции го-
надотропином. После овуляции экспрессия IRR
не обнаруживается (Dissen et. al., 2006). Известно,
что IRR экспрессируется в большом количестве на
эмбриональных стадиях развития мыши в ганглиях
тройничного, языкоглоточного и спинномозгово-
го нервов и поджелудочной железе, в меньшем ко-
личестве в почечных канальцах (Diez-Roux et al.,
2011). На роль рецептора IRR в эмбриогенезе ука-
зывает экспрессия IRR, а также других членов се-
мейства IR и IGF-IR, на стадии одноклеточных эм-
брионов мыши и бластоцистах (Erickson, Strnatka,
2011; Brusentsev et al., 2021). Было показано, что
функционирование всех трех рецепторов семей-
ства IR (IR, IGF-IR, IRR) необходимо для форми-
рования семенников во время эмбриогенеза у
мышей. У мышей с тройным нокаутом генов се-
мейства рецептора инсулина наблюдается смена
пола эмбрионов от самца к самке, характеризую-
щаяся пониженной экспрессией локусов sry, sox9,
которые определяют развитие мужского пола
(Nef et al., 2003).

Целью работы является изучение влияния но-
каута гена insrr, кодирующего рецепторную тиро-
зинкиназу IRR, на развитие преимплантацион-
ных эмбрионов мыши in vitro. В данной работе мы
провели эксперименты по оценке развития пре-
имплантационных эмбрионов мышей дикого ти-
па и нокаутных по гену insrr с использованием
МЕА-теста (mouse embryo assay). Параметром для
оценки развития является выход бластоцист –
процент образования бластоцист от общего числа
выделенных зигот.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Содержание и разведение лабораторных живот-

ных. Для поддержания генетического фона и ми-
нимизации эффекта накопления мутаций, был
использован метод разведения однопометных
мышей. Мыши с нокаутом гена insrr–/– были по-
лучены ранее на основе линии мышей C57Bl/6J
(Kitamura et al., 2001). Затем, в питомнике лабора-
торных животных в филиале ИБХ в Пущино пу-
тем скрещивания нокаутных мышей insrr–/– и
диких мышей линии C57Bl/6J была получена ли-
ния гетерозиготных мышей insrr+/– со статусом

без специфических патогенов (SPF). При скре-
щивании гетерозигот получали мышей потомков
одного поколения – гомозиготный дикий тип, ге-
терозиготы и гомозиготный нокаутный тип. Ге-
нотип полученного при скрещивании потомства
определяли при помощи ПЦР с геномной ДНК,
выделенной из ушей и хвостов мышей. Дикую ал-
лель детектировали, используя праймеры mwt1
(5'-GCAAGCTACACAGGCTCGAGGG-3') и mwt2
(5'-TGGGTTCTGATCCTCTCAAGGAG-3'). Для
выявления нокаутной аллели использовали
праймеры ko1 (5'-CAAAACCAAATTAAGGGC-
CAGCTC-3') и ko2 (5'-AGCCTGAAGACCCTC-
GTCGACT-3'). Был определен генотип у 94 мы-
шей с целью выявления необходимых для работы
животных. Из них было 26 мышей гомозиготного
дикого типа, 27 мышей гомозиготного нокаутно-
го типа и 41 мышь гетерозиготного типа. Самок
гомозиготных мышей использовали для сравни-
тельного анализа.

Лабораторные животные содержались в вива-
рии ИБХ РАН, со свободным доступом к еде и
питью, соотношение светлого и темного времени
суток 1 : 1 (12 ч). В экспериментах использовали
мышей потомков одного поколения дикого типа
и нокаутных по гену insrr. Все эксперименты с
животными проводили в соответствии с прото-
колом комитета по уходу и использованию жи-
вотных, утвержденным Комиссией по биоэтике
Института биоорганической химии им. акаде-
миков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова
РАН (ИБХ РАН).

Анализ развития преимплантационных эмбрио-
нов. В качестве метода оценки развития преим-
плантационных эмбрионов использовали МЕА-
тест. У самок мышей дикого типа и нокаутных
по гену insrr в возрасте 2–3 мес. стимулировали
суперовуляцию (Luo et al., 2011). Для стимуля-
ции суперовуляции самкам мышей внутримы-
шечно вводили поочередно гормональные препа-
раты. Первая инъекция 5 МЕ гонадотропного гор-
мона сыворотки крови жеребых кобыл (ГСЖК)
(препарат “Фоллимаг”, ЗАО “Мосагроген”, Рос-
сия), через 48 ч, 5 МЕ гормона ХГЧ (препарат
“Хорионический гонадотропин”, ФГУП “Мос-
ковский эндокринный завод”, Россия). Сразу по-
сле второй инъекции самок подсаживали на ночь к
самцам, на следующее утро по копулятивной проб-
ке определяли успешно спарившихся самок, кото-
рых отбирали в эксперимент. Животных усыпляли
с помощью анестезирующих препаратов, золетил
15 мг/кг, ксилазин 5 мг/кг в 0.9% растворе NaCl.
Затем умерщвляли методом цервикальной дисло-
кации.

У самок мышей извлекали яйцевод и вскрывали
ампулы яйцевода в среде ЭКО1 “Ооклин” (ООО
НПП “ПанЭко”, Россия) в которой собирали
ооцит-кумулюсные комплексы. Данные комплек-
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сы обрабатывали ферментативной средой ЭКО1
“Гиаза” (ООО НПП “ПанЭко”, Россия) и про-
должали отмывку ооцитов в среде ЭКО1 “Ооклин”.
Очищенные от клеток кумулюса ооциты помещали
в каплю среды ЭКО ПРО “Дробление” (ООО НПП
“ПанЭко”, Россия), покрытую жидким парафино-
вым маслом. Эмбрионы культивировали в инку-
баторе при условиях 5% CO2 и температуре 37°С.
Деление эмбрионов анализировали каждые сут-
ки в течение 96 часов после извлечения зигот с
использованием микроскопа. Оценку развития
осуществляли с помощью индекса выхода бласто-
цист – процента образования бластоцист из обще-
го количества извлеченных эмбрионов. МЕА тест
проводили в трех повторах для каждого генотипа.

Статистическая обработка данных экспериментов.
Статистическую обработку результатов исследо-
вания проводили с помощью программного обес-
печения Prism 8 (GraphPad Software, USA). Дан-
ные, полученные для животных двух генотипов,
соответствовали критерию нормальной выборки
(критерий Шапиро–Уилка). Поэтому для расчета
статистической значимости двух выборок ис-
пользовали t-критерий Стьюдента, результаты
считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Для выявления роли нокаута гена рецептора
IRR в раннем эмбриональном развитии был про-
веден анализ развития эмбрионов мышей дикого
типа и нокаутных по гену insrr, с использованием
МЕА-теста. В эксперименте были использованы
12 самок дикого типа и 10 самок, нокаутных по ге-
ну insrr, потомков одного поколения. У самок мы-
шей в возрасте 2–3 мес. стимулировали суперову-

ляцию. После подсадки к самцам у самок извле-
кали яйцеводы, выделяя из них зиготы. Деление
эмбрионов анализировали каждые сутки в тече-
ние 96 часов после извлечения с использованием
микроскопа (рис. 1). Анализируя развитие эм-
брионов дикого типа, мы наблюдали типичное де-
ление бластомеров, спустя 24 ч образовывались
двухклеточные эмбрионы, спустя 48 ч – четырех-
клеточные и т.д. Бластоцисты у животных дикого
типа имели типичное строение, выраженный тро-
фобласт и внутриклеточную массу, все проходили
вылупление (рис. 1а). Для зигот, извлеченных из
мышей, нокаутных по гену insrr, наблюдалась за-
держка в развитии, а также неравномерное дробле-
ние бластомеров (см. рис. 1б, 48 и 72 ч). Эмбрионы,
достигшие стадии бластоцисты имели аномальное
строение, внутриклеточная масса и трофобласт бы-
ли неявно выражены, вылупление из оболочки
происходило не во всех случаях. Оценку развития
эмбрионов осуществляли с помощью индекса вы-
хода бластоцист – процента образования бласто-
цист из общего количества извлеченных зигот.

Результаты этих экспериментов показали, что
выход бластоцист у нокаутных по гену insrr жи-
вотных значительно ниже, чем у животных дико-
го типа, 6.7% от общего количества извлеченных
клеток у нокаутных животных и 43.8% у живот-
ных дикого типа (t-тест, p < 0.05) (рис. 2а). Отли-
чалось и количество извлеченных зигот у мышей
дикого типа и нокаутных по insrr – 231 клетка из
12 самок, и 119 клеток из 10 самок, соответственно
(табл. 1). В среднем количества извлеченных зи-
гот из одной самки составили 18.9 зигот для мы-
шей дикого типа, и 11.8 зигот для нокаутных по insrr
мышей (рис. 2б). Процент развития эмбрионов
(количество дробящихся зигот) у нокаутных жи-

Рис. 1. Анализ развития преимплантационных эмбрионов мыши: панель изображений преимплантационных эмбри-
онов через 24, 48, 72, 96 ч после извлечения зигот. (а) – эмбрионы мышей дикого типа, (б) – эмбрионы мышей, нока-
утных по гену insrr. Стрелками обозначены трофобласт и ВКМ – внутриклеточная масса; для нокаутных преимплан-
тационных эмбрионов показаны отклонения от нормального развития – неравномерное дробление.
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вотных также был ниже – 34.9%, тогда как у мы-
шей дикого типа – 62.7% (рис. 2в). Если рассчи-
тывать выход бластоцист от количества двухкле-
точных эмбрионов, то он составил 68.4 и 23.3%
для мышей дикого типа и нокаутных по insrr соот-
ветственно (рис. 2а).

Если суммировать данные трех экспериментов
для каждого генотипа (табл. 1), то у животных ди-
кого типа четырехклеточные эмбрионы образова-
лись в количестве 108 из 124 дробящихся клеток,
морулы в количестве 96 шт. Для нокаутных по
IRR животных образовалось 30 четырехклеточ-

Рис. 2. Результаты МЕА теста. (а) – Гистограмма выхода бластоцист от количества выделенных зигот и от количества
дробящихся эмбрионов, в процентном соотношении (* p < 0.05); (б) – гистограмма среднего количества зигот, выде-
ленных из одной самки мыши; (в) – % развития, количество дробящихся зигот, в процентном соотношении от общего
количества выделенных зигот; (г) – гистограмма процентного соотношения дефектных клеток и эмбрионов с нару-
шенным развитием. Черным цветом указано количество дефектных клеток, в которых наблюдались множественные
вакуоли, гранулы, деформация цитоплазмы. Серым – эмбрионы с нарушенным развитием (неравномерное дробление
бластомеров, остановка развития на различных стадиях) (* p < 0.05). Отрезками отмечены значения среднеквадрати-
ческой ошибки (SEM). WT – мыши дикого типа, КО – мыши, нокаутные по гену insrr.
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ных эмбрионов из 38 двухклеточных, количе-
ство морул – 22 шт. У нокаутных животных на-
блюдалось большее количество дефектных зигот в
процентном соотношении от общего количества
выделенных клеток (рис. 2г). Дефектными счита-
ли клетки, в которых наблюдались множествен-
ные вакуоли, гранулы, деформация цитоплаз-
мы. Нарушенное развитие, а именно, неравномер-
ное дробление, остановка развития на различных
стадиях, чаще наблюдались у нокаутных эмбрио-
нов (рис. 2г). Качество бластоцист также различа-
лось: Bl2Bb/Bl2Bc/Bl2Cc в нокаутных эмбрионах,
и Bl4Ab/Bl4Aa в эмбрионах дикого типа.

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе нами были впервые проведе-
ны эксперименты по оценке развития преим-
плантационных эмбрионов мышей дикого типа и
нокаутных по гену insrr с использованием МЕА-
теста (mouse embryo assay). В условиях MEA-теста
мы наблюдали у нокаутных животных более низ-
кий процент развития (количество дробящихся
клеток от общего числа извлеченных зигот) и бо-
лее низкие значения выхода бластоцист, в том
числе от количества двухклеточных эмбрионов,
чем у животных дикого типа (рис. 2а). В контроле
дикого типа мы наблюдали невысокий выход бла-
стоцист 68.4% от количества дробящихся клеток.
Это можно объяснить тем, что эксперимент про-
водился на линии мышей C57Bl/6J, тогда как
протокол МЕА-теста предполагает использова-
ние линии CBA, либо гибридов первого поколе-
ния C57Bl/6J-CBA. Большее количество извле-
ченных зигот у мышей дикого типа по сравнению
с мышами, нокаутными по гену insrr (18.9 и 11.8
зигот в среднем из одного животного, соответ-
ственно) может быть связано с активацией экс-
прессии рецептора IRR в яичниках мышей дико-
го типа под действием гонадотропина и указывает
на потенциальную роль рецептора IRR в процес-
сах овуляции. Наблюдаемый эффект может быть
связан с активностью IRR как сенсора щелочно-
го pH на преимплантационных стадиях развития

или низким качеством исходных зигот ввиду его
активности на более ранних этапах – в оогенезе.

Ионный состав и pH жидкой среды в половых
путях самок имеет большое физиологическое зна-
чение для ряда репродуктивных событий, включая
транспорт спермы, оплодотворение, транспорт эм-
брионов, развитие и имплантацию бластоцист (Liu
et al., 2012). Известно, что маточные жидкости со-
держат в два-четыре раза больше ионов бикарбона-
та, чем плазма крови. При этом во время эструса
значение pH маточной жидкости достигает значе-
ния больше 8 (щелочная среда), в то время как
при диэструсе значение pH среды понижается и
становится близким к нейтральному (He et al.,
2010). Повышение pH маточной жидкости во вре-
мя эструса связано с увеличением экспрессии ря-
да белков, участвующих в регуляции ионов би-
карбоната, в том числе  обменника
SLC26A6 (He et al., 2010).

Поддержание кислотно-щелочного баланса в
клетках преимплантационных эмбрионов также
играет важную роль. Так, например, была показа-
на высокая экспрессия  обменников
SLC4A2, SLC4A42 на стадиях преимплантацион-
ного эмбрионального развития мышей. Данные
обменники регулируют внутриклеточный pH,
обеспечивая механизм защиты клеток от алкало-
за. Активность  обменников снижает-
ся в ходе развития, активность на стадиях морулы
и бластоцисты значительно ниже по сравнению с
одно- и двухклеточной стадиями. Таким образом
преимплантационные эмбрионы адаптируются к
окружающей среде при переходе от щелочной сре-
ды яйцевода в среду матки с более низкими значе-
ниями pH (Dagilgan et al., 2015).

Ранее нами было показано (Deyev et al., 2011),
что нокаут гена insrr приводит к снижению экспрес-
сии  обменника SLC26A4. Ионообмен-
ник пендрин (SLC26A) локализуется β-вставочных
клетках почечных канальцев, которые участвуют
в экскреции ионов бикарбоната почками. Можно

−–
3Cl HCO

−–
3Cl HCO

−–
3Cl HCO

−–
3Cl HCO

Таблица 1. Суммарные данные МЕА-теста, полученные в результате трех экспериментов, для мышей дикого ти-
па (WT) и нокаутных по гену insrr (KO)

WT KO

Количество мышей 12 10

Количество извлеченных зигот 231 119

Количество двухклеточных эмбрионов 124 38

Количество четырехклеточных эмбрионов 108 30

Количество морул 96 22

Количество бластоцист 83 10
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предположить, что pH-чувствительный рецептор
IRR, активируясь в ответ на повышение pH вне-
клеточной среды, может запускать сигнальные
каскады в клетке, которые приводят к изменению
экспрессии и/или активности ионных каналов, не-
посредственно участвующих в регуляции концен-
трации кислот и оснований, в частности ионов

 Ионы  как известно, играют критиче-
ски важную роль в процессах, связанных с размно-
жением у млекопитающих, при этом нарушение
кислотно-основного гомеостаза в репродуктивной
системе часто вызывает бесплодие/субфертиль-
ность у млекопитающих (Liu et al., 2012).

Полученные нами результаты, а также ранее
опубликованные данные указывают на потенци-
альную роль рецепторной тирозинкиназы IRR в
развитии преимплантационных эмбрионов по-
средством неизвестных на данный момент моле-
кулярных механизмов.
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ГАНЦОВА и др.

Analysis of Development of insrr Knockout Mouse Primplantation Embryos
E. A. Gantsova1, *, I. E. Deyev1, A. G. Petrenko1, and O. V. Serova1

1Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya, 16/10, Moscow, 117997 Russia

*e-mail: gantsova@mail.ru

Maintaining the optimal acid-base balance of the organism has a pivotal role in the regulation of metabolism.
It is provided by the functioning of endogenous pH-sensors – molecules with abilities to change their activity
during the changes in the pH of the medium. Receptor tyrosine kinase IRR (insulin receptor-related recep-
tor) is an alkaline pH sensor that activated when the pH of the extracellular medium rises above 7.9. Expres-
sion of IRR is specific; the receptor is found in some organs in certain types of cells. It has been established
that IRR is involved in renal excretion of bicarbonate. The mechanism of action and function of the IRR re-
ceptor as a sensor for alkaline pH in other organs is vague. To elucidate the role of the IRR receptor in the
embryogenesis, we carried out experiments to evaluate the development of preimplantation embryos of wild-
type and insrr knockout mice using the MEA test (Mouse Embryo Assay). The development was assessed us-
ing the blastocyst yield index – the percentage of blastocyst formation from the total number of extracted zy-
gotes. The yield of blastocysts in knockout animals was lower than in wild-type animals, 6.7% of the total
number of extracted cells for knockout animals and 43.8% for wild-type animals. The number of extracted
zygotes from wild-type and insrr knockout mice also differed. The average number of extracted zygotes from
one female was 18.9 zygotes for wild-type mice, and 11.8 zygotes for insrr knockout mice. Our results reveal a
possible role for the receptor tyrosine kinase IRR in the development of preimplantation embryos.

Keywords: receptor tyrosine kinases, preimplantation embryos, IRR, Mouse Embryo Assay
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В статье рассмотрены особенности репродуктивной биологии инвазионного вида Gmelinoides fascia-
tus (Stebbing 1899) (Crustacea: Amphipoda), способствующие натурализации в водоемах-реципиен-
тах. Для популяции этого вида, обитающей в Петрозаводской губе Онежского озера характерно преоб-
ладание доли самок над долей самцов и образование “гаремов”. Данное явление способствует быстро-
му нарастанию численности чужеродной амфиподы в новых условиях. Плодовитость рачка варьирует
от 3 до 24 яиц на самку. Исследование динамики эмбрионального развития G. fasciatus показывает, что
в условиях Онежского озера за вегетативный сезон происходят два массовых выхода молоди из яиц.
Выявлена размерно-возрастная структура участвующих в размножении самок. Индивидуальная пло-
довитость самок в течение сезона снижается и уменьшаются средние размеры самок, что связано с
двумя массовыми выходами молоди. С конца июля самки новой генерации текущего года начинают
достигать половой зрелости и постепенно замещают самок родительского поколения.

Ключевые слова: инвазионный вид, ракообразные, Gmelinoides fasciatus, жизненный цикл, стратегия
размножения, эмбриогенез, популяционные показатели, структура популяции, плодовитость,
Онежское озеро
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ВВЕДЕНИЕ

Вселение чужеродных видов в водные экоси-
стемы представляет собой глобальный фактор,
охвативший своим влиянием практически все
континенты (Walther et al., 2009; Panov et al., 2010;
Дгебуадзе и др., 2018). Это связано с глобальными
изменениями природы Земли (климатическими
и антропогенными), а также с возрастающей эко-
номической интеграцией всей планеты. Расши-
рение и интенсификация коммуникаций между
разными странами часто ведет как к преднаме-
ренному, так и к случайному вселению организ-
мов в регионы, находящимися за пределами их
нативного (исторического) ареала. В этих регио-
нах они зачастую попадают в условия, благопри-
ятные для натурализации (Дгебуадзе и др., 2018).

Амфипода Gmelinoides fasciatus (Stebbing 1899) –
байкальский субэндемик (рис. 1) (Чертопруд, 2006).
Это единственный вид рода Gmelinoides, имеющий
байкальское происхождение. До начала 1960-х гг.
ареал этого вида был ограничен бассейнами сибир-
ских рек: Ангара, Баргузин, Иртыш, Лена, Пясина,
Тунгуска, Селенга, Енисей (Березина и др., 2012).

В 1960-ых годах амфиподу G. fasciatus из
оз. Байкал в массовых количествах интродуциро-
вали в западные регионы России с целью увели-
чения кормовой базы рыб (Бекман, 1962; Иоффе,
1968). В последние 50 лет этот инвазионный вид
постоянно расширяет свой ареал, продвигаясь из
мест вселения вверх и вниз по течению водотоков
(Панов, 1994; Panov et al., 2000; Березина, 2001;
Panov, Berezina, 2002; Berezina, 2007). Распростра-
нение G. fasciatus в западном регионе России про-
исходило в два этапа: в 1962–1965 гг. рачок был за-
селен в р. Волга (Горьковское водохранилище)
(Иванов, 2005); в 1970-х гг. – в ряд озер Карельско-
го перешейка. Впоследствии этот вид стал заселять
другие водоемы северо-западного региона России.
Из озер Карельского перешейка рачок проник в
крупнейший водоем Европы – Ладожское озеро,
где был впервые обнаружен в 1988 г. в прибреж-
ных зарослях рдеста и тростника у мыса Осино-
вец в губе Петрокрепость. За время исследований
в 1988–1990 гг. G. fasciatus был зарегистрирован во
многих литоральных сообществах макробентоса
западного и северного побережий Ладожского
озера (Панов, 1994).

УДК 595.371:591.16(282.247.211)

БИОЛОГИЯ РАЗВИТИЯ ЖИВОТНЫХ 
(БЕСПОЗВОНОЧНЫХ И ПОЗВОНОЧНЫХ)

EDN: GYDWAL



204

ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 3  2022

СИДОРОВА

За короткое время байкальская амфипода рас-
пространилась от Ладожского озера на запад (эсту-
арий Невы) и на восток (Онежское озеро). Вселе-
ние рачков байкальского происхождения в Фин-
ский залив могло произойти естественным путем
из озера Ладожского и озер Карельского перешей-
ка (Berezina, 2007). В пресноводной части Невской
губы G. fasciatus был впервые обнаружен в 1996 г.
(Барков, 2006). В 1999 году эта амфипода была за-
регистрирована в олигогалинном эстуарии Невы,
где рачок впервые отмечен в солоноватых водах
(Berezina, Panov, 2003). В настоящее время этот
вид стал обычным видом (Orlova et al., 2006),
встречающимся в разных местах обитания, в том
числе, в самой восточной части Финского залива
с соленостью 0.05–2.00‰ (Berezina, 2007).

В 2001 г. G. fasciatus был впервые обнаружен в
западной части литорали Онежского озера (Бе-
резина, Панов, 2003). Н.А. Березина и В.Е. Па-

нов (Березина, Панов, 2003) считают, что вселе-
ние G. fasciatus в Онежское озеро могло произой-
ти через р. Свирь из Ладожского озера или из
оз. Белого по Волго-Балтийскому каналу. В на-
стоящее время, донные сообщества литоральной
зоны Онежского озера претерпевают значитель-
ные преобразования в результате инвазии боко-
плава байкальского происхождения G. fasciatus
(Калинкина и др., 2006; Sidorova, Belicheva, 2017),
который распространился практически по всему
водоему, является массовым видом в литораль-
ной зоне и является кормовым объектом рыб (Lo-
banova et al., 2017; Georgiev et al., 2021). Показано,
что в различных биотопах Онежского озера чис-
ленность G. fasciatus сильно варьирует – от 1.22 до
18.79 тыс. экз./м2 (Кухарев и др., 2008). Причины
столь сильной изменчивости пространственного
распределения популяции вселенца были неиз-
вестны. Чужеродные виды амфипод, которые по

Рис. 1. Самец (а) и самка с яйцами в выводковой камере (б) Gmelinoides fasciatus.

1 мм

1 мм

Выводковая
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яйцами
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характеристикам близки к видам-оппортуни-
стам, или r-стратегам, значительно увеличивают
свою численность за короткий период времени и
могут становиться доминирующими видами в во-
доеме-реципиенте. Такие виды, как амфипода
G. fasciatus, характеризуются коротким жизнен-
ным циклом и коротким временем производства
следующей генерации, высокой плодовитостью,
быстрым ростом и ранним созреванием, преобла-
данием самок в период размножения, высокой ге-
нетической вариабельностью, широким пище-
вым спектром и эврибионтностью (Berezina,
Panov, 2003; Березина, 2004).

Однако, мало что известно об особенностях
биологических характеристик, которые способ-
ствуют успеху амфипод в водоемах-реципиентах
(Alves et al., 2019). В литературе имеются сведе-
нья, посвященные биологии размножения вида
G. fasciatus (главным образом, характеристикам
плодовитости), в основном касающиеся животных,
обитающих в оз. Байкал (Бекман, 1962), Братского
водохранилища (Калматынов, Томилов, 2001) и в
Невской губе Финского залива (Березина, 2005).
Детальная информация о репродуктивной био-
логии в Ладожском озере получена Д.В. Барко-
вым и Е.А. Курашовым (Барков, 2006; Барков, Ку-
рашов, 2011). Однако, в Онежском озере особенно-
сти размножения чужеродного вида до настоящего
времени остаются мало изученными.

В последние годы усилился интерес к изуче-
нию репродуктивных стратегий и эмбриогенеза
ракообразных (Kalinina, 2015; Kelly, Taylor, 2018;
Alves et al., 2019). Проведено исследование наруше-
ний развития у амфипод Monoporeia affinis (Lind-
ström) в озерах Швеции (Sundelin et al., 2008). Боко-
плавы G. fasciatus начали использоваться в качестве
нового биомаркера. Так, при изучении эффектов
загрязнения водной среды в Балтийском море, учи-
тывают долю эмбрионов G. fasciatus с нарушениями
развития (Березина и др., 2016; Березина, 2018).
Знания о репродуктивных стратегиях и других
особенностях жизненного цикла могут быть важ-
ны при интерпретации данных, связанных с био-
индикацией и экотоксикологией (Rinderhagen
et al., 2000). Репродуктивные показатели, такие
как плодовитость, могут быть использованы и
при биооценке качества воды (Castro et al.,
2006). Кроме того, выявление особенностей ре-
продуктивной биологии, которые способствуют
созданию новых популяций вида за пределами его
естественного ареала, необходимо для прогнозиро-
вания инвазий потенциально опасных видов.

Онежское озеро представляет собой северную
границу ареала распространения байкальской ам-
фиподы G. fasciatus в северо-западной части России.
Изучение биологии байкальского рачка в Онеж-
ском озере позволяет проследить процессы аккли-
матизации вида-вселенца к условиям, существен-

но отличающимся от исходного водоема – оз. Бай-
кал. Адаптация вида к условиям среды за счет
эволюции репродуктивной стратегии – одна из ак-
туальных проблем экологической эволюционной
биологии развития (Eco-Devo). Инвазионная ам-
фипода G. fasciatus может стать перспективным
модельным объектом для исследований в этом на-
правлении.

В связи с вышеизложенным, цель настоящей
работы заключалась в исследовании сезонной ди-
намики половой структуры, стадий эмбриональ-
ного развития и плодовитости байкальского все-
ленца G. fasciatus в водоеме-реципиенте оз. Онеж-
ское на северной границе ареала Европейской
части России.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Местообитание объекта исследования

Онежское озеро расположено в зоне Европей-
ского севера России и является вторым по величи-
не пресноводным озером Европы. В естественном
состоянии площадь зеркала составляла 9720 км2, из
которых 250 км2 приходилось на 1500 островов.
Протяженность озера с севера на юг составляет
248 км, с запада на восток – 96 км. Объем водной
массы озера достигает 295 км3, средняя глубина –
30 м, максимальная – 120 м. Длина береговой ли-
нии составляет 1810 км, изрезанность береговой
линии – 5.12 (Филатов, 2010).

Петрозаводская губа – один из наиболее круп-
ных заливов Онежского озера, составляющий
1.3% площади озера (Сабылина, Рыжаков, 2007).
Длина ее составляет 19 км, средняя ширина – 7,
площадь водной поверхности около 125 км2, сред-
няя глубина – 18.2 м (Малинина, Солнцева, 1972).
К литоральной зоне относится 20.8% от общей
площади Петрозаводской губы, она представляет
собой участок шириной в 400–450 м, со сравни-
тельно большими уклонами дна (0.022 м/км),
равномерно тянущийся вдоль всей береговой ли-
нии (Кириллова, 1975). На западном берегу Пет-
розаводской губы располагается крупный насе-
ленный пункт – г. Петрозаводск (столица Респуб-
лики Карелия), численность населения, которого
составляет около 260000 человек.

Методы исследования макрозообентоса
На литорали Петрозаводской губы было орга-

низовано наблюдение за сезонной динамикой
популяционных показателей G. fasciatus в 2010 г.
(рис. 2). Мониторинговая станция представлена
песчано-каменистой затишной литоралью с за-
рослями макрофитов, главным образом, тростни-
ка обыкновенного Phrágmites austrális (Cav.). Пло-
щадь зарастания на станции составила около 5 м2.
Отмечено обрастание камней нитчатыми водо-



206

ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 3  2022

СИДОРОВА

рослями. Станция защищена от волн двумя мы-
сами с юго-восточной и северной сторон, кото-
рые образуют небольшую бухту с затишными
условиями. С учетом характера распределения
вида G. fasciatus по глубине станция наблюдения
в Петрозаводской губе была приурочена к глуби-
не 0.4 м, где численность рачков максимальная
(Сидорова, 2013).

Гидробиологический материал собирали в
период с конца мая по начало октября каждые
10 дней. Отбор и обработку проб осуществляли в
соответствии с руководствами по сбору пресно-
водного бентоса (Винберг, Лаврентьева, 1984).
Для отбора проб бентоса использовали трубча-
тый металлический пробоотборник Панова-
Павлова площадью захвата 0.07 м2 и высотой 0.65 м
(Панов, Павлов, 1986). Сборы проводились на
глубине до 0.4 м из 3 точек, находящихся друг от
друга на расстоянии примерно 5 м. Всего было
собрано на станции 45 проб. Идентификация
организмов макрозообентоса производилась с
помощью микроскопа ЛОМО Микмед-6, в соот-
ветствии с определителем (Алексеев, Цалоли-
хин, 2016). В лаборатории рачков измеряли с по-
мощью стереомикроскопа МСП-2 вариант 2 с точ-
ностью 0.1 мм, определяли пол по наличию или
отсутствию оостегитов. Сырую массу фиксиро-
ванных в формалине особей G. fasciatus определя-
ли путем взвешивания после сушки на фильтро-
вальной бумаге с точностью 0.0001 г., используя
лабораторные аналитические весы ВЛ-124В. Все-
го измерено и взвешено 411 экземпляров самцов и
577 экземпляров самок.

Статистическую обработку данных, получен-
ных в ходе исследований, выполняли согласно ме-
тодическим указаниям (Ивантер, Коросов, 2010).

Эмбриональное развитие и плодовитость

Для оценки плодовитости яйца 420 самок бы-
ли извлечены из выводковых камер и посчитаны
с помощью стереомикроскопа. Стадии эмбрио-
нального развития идентифицировали по Wey-
goldt (1924) и Skadsheim (1982) (цит. по Pockl,
1993). Первая стадия: недавно отложенные яйца,
которые могут быть окружены гиалиновой обо-
лочкой, видны отдельные бластомеры, число ко-
торых не больше 64; 2 стадия: гиалиновая оболоч-
ка исчезла, яйцо выглядит однородным, яйцевые
мембраны плотно прилегают к эмбриону; 3 ста-
дия: у эмбриона появляется вентральная щель,
продолжающаяся в подковообразную борозду и
отделяющая брюшко от цефалоторакса; 4 стадия:
видны зачатки конечностей; 5 стадия: пищевари-
тельная система эмбриона содержит желтые пиг-
ментные клетки, зачатки конечностей члени-
стые; 6 стадия: видны оранжево-красный цефа-
лоторакс, глаза, двуветвистые сегментированные
конечности; 7 стадия: вылупление из яиц и сво-
бодно плавающая молодь.

Рис. 2. Расположение станции наблюдения в Петро-
заводской губе Онежского озера.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Сезонная динамика численности

и биомассы G. fasciatus
В Петрозаводской губе средняя численность

амфиподы составила 3454 экз./м2 (максимум –
13500 экз./м2), а средняя биомасса – 7.7 г/м2,
(максимум – 38.7 г/м2). Максимальные значения
численности и биомассы отмечены в середине ав-
густа (рис. 3).

Сезонная динамика половой структуры
популяции G. fasciatus

Динамика полового состава популяции G. fas-
ciatus в условиях песчано-каменистой литорали с
зарослями макрофитов представлена на рис. 4. Со-
отношение самцов и самок в течение сезона раз-
множения чаще всего было 1 : 1.7. По критерию χ2

Пирсона (6.6–22.5), доля самок в этих случаях
была достоверно (p < 0.05) выше, чем доля сам-
цов. Особенно ярко выраженное доминирование
численности самок G. fasciatus отмечалось в авгу-
сте, в период второго массового выхода молоди из
яиц, когда доля самок достигала 93% (1 : 13). В дру-
гие даты отбора проб (21, 31 мая, 20, 30 июня,
20 июля и 28 сентября) процентное соотношение
между самками и самцами достоверно не отлича-
лось от 1 : 1.

Необходимо отметить, у самок диапазон разме-
ров и массы тела уже, чем у самцов, как в Онеж-
ском, так и в Ладожском озерах (Барков, Курашов,
2011). Так, в Онежском озере средний размер сам-
цов на станции наблюдения составил 6.3 ± 0.1 мм,
при средней биомассе – 5.7 ± 0.2 мг. Для самок
средний размер был ниже – 4.9 ± 0.1 мм, при

средней биомассе 3.6 ± 0.1 мг. Наибольшая длина
тела самцов составила 11.5 мм с биомассой 24 мг.
Максимальные размеры самок в Онежском озере
достигали 9.5 мм с биомассой 10.7 мг. В Ладож-
ском озере максимальный размер самцов G. fas-
ciatus, встреченных в озере, достигал 11.8 мм при
массе 29.5 мг. Преобладали особи длиной 3–7 мм

Рис. 3. Сезонная динамика численности Gmelinoides fasciatus (тыс. экз./м2), биомассы G. fasciatus (г/м2) и температуры
воды (°С) на мониторинговой станции Петрозаводской губы Онежского озера.
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и массой 0.7–6.7 мг. Подавляющее большинство
самок были длиной 5.0– 6.5 мм. За период иссле-
дования размеры самок с яйцами в выводковой
сумке колебались от 3.8 до 9.0 мм, плодовитость –
от 3 до 35 яиц (Барков, Курашов, 2011).

Эмбриональное развитие G. fasciatus

Особенности репродуктивной биологии попу-
ляции G. fasciatus на литорали Онежского озера
свидетельствуют о том, что в новом водоеме все-
ленец нашел вполне благоприятные условия для
своего существования. Размножение в популя-
ции G. fasciatus начинается в начале мая. В это
время встречалось большое количество копули-
рующих пар. В последней декаде мая в пробах до-
минировали самки с яйцами на 2 стадии развития
(согласно классификации Weygoldt (1924) и Skad-
sheim (1982) (цит. по Pockl, 1993)). Эти яйца не-
давно отложены, так как выглядели внешне одно-
родными и не имели гиалиновых мембран. Это
свидетельствует о том, что процесс размножения
у данного вида начинается именно в последней
декаде мая (рис. 5).

В июне в пробах присутствовали самки с яйца-
ми на 3, 4, 5 и 6 стадиях развития, а именно: эмбри-
оны с вентральной щелью (3 стадия); эмбрионы с
зачатками конечностей (4 стадия); эмбрионы, у ко-
торых пищеварительная система содержит желтые
пигментные клетки (5 стадия); эмбрионы с отчет-
ливо видимыми глазами, конечностями и сегмен-
тацией (6 стадия) (см. рис. 5).

В первой декаде июля доля самок с полностью
развитыми эмбрионами, готовыми к выходу из яиц

(7 стадия развития), достигала 20%. Кроме того,
именно в конце первой декады (10 июля) был от-
мечен массовый выход молоди из яиц. В это же
время в пробах доминировали самки с эмбрио-
нами 4-й стадии развития (65%). Кроме того, было
зарегистрировано новое массовое появление са-
мок с начальными стадиями эмбрионального раз-
вития (15%). Этот факт указывает на вторую вол-
ну размножения G. fasciatus.

Со второй половины июля до начала сентября
отмечены самки со всеми стадиями развития яиц.
В этот период начали размножаться достигшие
половозрелости самки летней генерации, кото-
рые постепенно замещают размножающихся са-
мок прошлогодних генераций.

В конце сентября самки с яйцами на ранних
стадиях развития (2, 3 и 4 стадии) отсутствовали,
однако увеличилась доля самок с яйцами на позд-
них стадиях развития (5, 6, 7 стадии). Так, доля са-
мок с яйцами 4 стадии развития достигала 40%. До-
минировали самки с яйцами на 6 стадии (до 45%).
Часть яйценосных самок с яйцами на 7 стадии эм-
брионального развития составила 15% от общего
количества яйценосных самок. Эти данные сви-
детельствуют о завершении процесса размноже-
ния G. fasciatus.

Плодовитость G. fasciatus

Средняя плодовитость самок G. fasciatus в тече-
ние сезона размножения характеризовалась четко
выраженной динамикой, связанной со сменой ге-
нераций в популяции (табл. 1).

Рис. 5. Доля яйценосных самок с яйцами разных стадий эмбрионального развития в популяции в течение сезона раз-
множения (разными цветами показаны 1–7 стадии эмбрионального развития).
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В конце мая – начале июня преобладали самки
генерации прошлого года. Для них в начале сезо-
на размножения характерна относительно не-
большая плодовитость (8.1 яиц на самку), которая
возрастает до 12.2 яиц на самку. С конца июля по
сентябрь постепенно приступают к размножению
самки новой генерации. Об этом свидетельствует
уменьшение средних размеров самок: в конце мая
средний размер самок составил 5.4 мм, в августе он
снизился до 4.6–4.9 мм. Это отражает смену гене-
раций, начало размножения самок нового поколе-
ния. Плодовитость самок новой генерации состав-
ляет 8.5–9.8 яиц на самку.

Индивидуальная плодовитость самок G. fascia-
tus в Онежском озере на станции наблюдения ва-
рьировала от 3 до 24 яиц/самку.

ОБСУЖДЕНИЕ
Чужеродный вид G. fasciatus способен размно-

жаться в условиях водоема-реципиента – Онеж-
ского озера. Об этом свидетельствует то, что его
численность и биомасса сопоставима с популя-
ционными показателями вида в других водоемах
(табл. 2). Показано, что в озере Байкал числен-
ность G. fasciatus варьировала в пределах 10000–
20000 экз./м2, при биомассе 63–100 г/м2 (Бекман,
1962). В Ладожском озере в 2004–2005 гг. числен-
ность составила 936–3141 экз./м2, при биомассе
4.2–10.3 г/м2 (Барков, 2006). В 2009 г. числен-
ность изменялась от 8 до 7160 экз./м2, при био-
массе – 0.024–15.3 г/м2 (Курашов и др., 2010), что
сопоставимо с результатами, полученными для
Онежского озера.

Показано, что максимальные популяционные
показатели инвазионного вида G. fasciatus отмече-
ны, как в естественном ареале (оз. Байкал), так и
вторичном ареале (оз. Псковско-Чудское, оз. От-
радное, оз. Ладожское, Финский залив Балтий-
ского моря, Рыбинское водохранилище и Горь-
ковское водохранилище) на глубине около 1 м.

Особенности полового состава популяции –
преобладание самок в период размножения и об-

разование “гаремов” – способствует быстрому
нарастанию численности популяции (Березина,
2004). Такие же случаи доминирования доли са-
мок над долей самцов были отмечены в зоне заро-
слей тростника Невской губы Финского залива
Балтийского моря (Березина, 2005).

Исследование динамики эмбрионального раз-
вития проводили в озере Арахлей (Матафонов,
2020). Однако, идентификация стадий развития
эмбрионов выполнялась по другим признакам.
Авторы выделяли самок со свежеотложенными
яйцами, самок с эмбрионами на стадии “полос-
ки”, самок с молодью. Авторами показано, что в
2017 и 2018 гг. основной выход молоди G. fasciatus
в оз. Арахлей происходил в июне. Последующие
когорты ни в 2017, ни в 2018 гг. не были многочис-
ленными (Матафонов, 2020). В условиях Ладож-
ского озера массовый выход молоди в 2004 г. был
отмечен 30 мая (Барков, Курашов, 2011). Продол-
жительность эмбрионального развития G. fascia-
tus зависит от температурных условий. Так, по
экспериментальным данным, при средней тем-
пературе воды 12°С для развития необходимы
3 нед. (Барков, 2006). Следовательно, для водо-
емов оз. Онежское, оз. Ладожское и оз. Арахлей
первый массовый выход молоди инвазионного
вида приходится на конец мая или начало июня в
зависимости от прогрева воды.

Плодовитость животных следует рассматривать
как важнейший фактор, в значительной степени
определяющий динамику численности популяции
(Алимов, 1989). Знание границ репродуктивных
показателей того или таксона необходимо, прежде
всего, для выявления потенциальных возможно-
стей популяций этого таксона к стабильному вос-
производству.

Полученные нами показатели индивидуальной
плодовитости самок G. fasciatus в Онежском озере
варьировали от 3 до 24 яиц на самку, что сопостави-
мо с данными, полученными ранее для данного во-
доема (табл. 2). Так, при первом обнаружении чу-
жеродного вида на юго-западном побережье Онеж-
ского озера в 2001 г., плодовитость варьировала в

Таблица 1. Сезонное изменение линейных размеров и плодовитости яйценосных самок G. fasciatus в течение се-
зона размножения

Примечание. x – среднее значение; mx – ошибка среднего.

Месяц Количество 
определений

Средняя длина тела, 
мм (x ± mx)

Средняя плодовитость, 
яиц/самку (x ± mx)

Колебания 
плодовитости, 

яиц/самку

Май 167 5.4 ± 1.3 8.1 ± 3.0 3–17
Июнь 95 5.4 ± 0.8 12.2 ± 5.2 4–24
Июль 50 5.1 ± 0.6 10 ± 4.6 4–24
Август 65 4.6 ± 0.8 8.5 ± 3.4 3–17
Сентябрь 43 4.9 ± 0.8 9.8 ± 4.3 4–19
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пределах 8–18 яиц на самку (Березина, Панов,
2003). В 2005 г. на литорали в районе города Петро-
заводска плодовитость рачков составила 4–15 яиц
на самку (Калинкина и др., 2006). В целом, показа-
тели плодовитости рачков, обитающих в Онеж-
ском озере, близки к показателям G. fasciatus Брат-
ского водохранилища, где максимальная плодови-
тость достигала 26 яиц на самку (Калмыков,
Томилов, 2001). В озере Байкал плодовитость са-
мок вида G. fasciatus составила 3–32 яиц на самку
(Бекман, 1962). В Ладожском озере плодовитость
колебалась в пределах от 3 до 35 яиц на самку (Бар-
ков, Курашов, 2011). Максимальное количество яиц
в марсупиуме G. fasciatus зарегистрировано в Нев-
ской губе Финского залива – 46 яиц на самку (Бе-
резина, 2005).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Половой состав G. fasciatus в Петрозаводской
губе Онежского озера характеризуется образовани-
ем “гаремов” и преобладанием доли самок над до-
лей самцов. Данное явление способствует быстрому
нарастанию численности чужеродной амфиподы в

новых условиях. Плодовитость рачка варьирует от 3
до 24 яиц на самку. Детальное исследование дина-
мики эмбрионального развития G. fasciatus по-
могло выявить два массовых выхода молоди из яиц
за сезон размножения в условиях Онежского озера.
Индивидуальная плодовитость самок в течение се-
зона размножения снижается, также уменьшаются
средние размеры самок, что связано с двумя массо-
выми выходами молоди. С конца июля самки но-
вой генерации начинают достигать половой зре-
лости и постепенно замещают самок родитель-
ского поколения.
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Таблица 2. Популяционные показатели G. fasciatus в разных водоемах

Примечание. “–” – нет данных.

Водоемы, год исследований
Численность 
популяции, 

экз./м2

Биомасса 
популяции, 

г/м2

Плодовитость
яиц/самку

Глубины с 
максимальной 
плотностью, м

Источники

Озеро Байкал (Посольский Сор) 10000–20000 63–100 3–32 0–1.0 Бекман, 1962

Оз. Псковско-Чудское, 1996 50–17300 0.1–102 – 0.3 Panov et al., 2000

Оз. Отрадное 26–692 – 3–34 1.0–1.2 Нилова, 1976

Ладожское озеро,
1988–1990 гг. 8–53800 0.02–158.60 – 0–1.0 Панов, 1994

Ладожское озеро,
1992 г. 6000–7000 80–100 – – Slepukhina et al., 

1996

Ладожское озеро, 2004–2005 гг. 936–3141 4.2–10.3 3–35 0.3–0.5 Барков, 2006

Ладожское озеро, 2006 г. 9090 ± 2024 18.65 ± 3.61 – – Курашов, 2011

Ладожское озеро, 2009 г. 8–7160 0.024–15.3 – – Курашов и др., 
2010

Финский залив Балтийского 
моря, 1998–2001 гг. 300–3000 0.4–8.8 3–46 0.4–1.2 Березина, 2005

Рыбинское водохранилище, 
1990 г. 6800 19.8 3–20 – Скальская, 1994

Западное побережье
оз. Онежское, 2001 г. 1696–8256 3.9–40.3 8–18 0.2–0.5 Березина, 

Панов, 2003

Оз. Онежское,
2005 г. Петрозаводская губа 132–462 0.2–6.2 4–15 0.5 Калинкина и др., 

2006

Оз. Онежское, 2006 г. 310–18740 0.2–12.2 – – Кухарев и др., 
2008
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Features of Reproductive Biology of Invasive Species Gmelinoides fasciatus 
(Crustacea: Amphipoda) Inhabiting the Lake Onega
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Petrozavodsk, 185030 Russia
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The paper considers features of the reproductive biology of invasive species Gmelinoides fasciatus (Stebbing
1899) (Crustacea: Amphipoda) that contribute to its naturalization in recipient reservoirs. The population of
this species in the Petrozavodsk Bay of Lake Onega is characterized by the predominance of females over
males and the formation of harems. This phenomenon contributes to the rapid growth in the number of alien
species in the new environment. The fecundity of the species varied from 3 to 24 eggs per female. The study
of the dynamics of embryonic development showed that two mass hatchings take place during the reproduc-
tion season in Lake Onega. The body size and age pattern of egg-bearing females have been characterized. A
decrease in individual fecundity and average body size of females occurred during the reproduction season
was associated with two mass hatchings. From the end of July, the females of the new generation of the current
year begin to reach sexual maturity and gradually replace the females of the parent generation.

Keywords: invasive species, crustatians, Gmelinoides fasciatus, embryogenesis, reproductive strategy, life his-
tory, population indicators, population structure, fecundity, Lake Onega
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Цель настоящего исследования состояла в изучении динамики морфологических изменений ка-
техоламинергических структур коры головного мозга крыс на протяжении постнатального онтоге-
неза. С применением методов иммуногистохимии были изучены препараты конечного мозга крыс
на сроках: 7-е, 30-е сут постнатального развития, 4–6 мес., 23 мес. Было показано, что отдельные
области коры благодаря своим функциональным особенностям имеют уникальное распределение
катехоламинергических волокон. Была проанализирована возрастная динамика изменения плот-
ности распределения ТГ-положительных волокон и установлено, что плотность катехоламинерги-
ческих волокон в сенсомоторной коре возрастает при старении. Продемонстрировано, что метод
конфокальной лазерной сканирующей микроскопии обладает широкими возможностями для каче-
ственного и количественного анализа результатов иммуноцитохимического исследования и может
использоваться для анализа распределения тирозингидроксилазы.

Ключевые слова: тирозингидроксилаза, головной мозг, развитие, старение, иммуногистохимия
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ВВЕДЕНИЕ
Катехоламинергические структуры коры ко-

нечного мозга позвоночных животных представ-
лены, в основном, отростками норадренергиче-
ских нейронов группы A6 голубого пятна и от-
ростками дофаминергических нейронов группы
A10 вентральной области покрышки (ventral teg-
mental area, VTA) и группы A9 черной субстанции
(substantia nigra, SN) (Сухорукова и др., 2014). Их
нейротрансмиттеры: дофамин и норадреналин, –
играют ключевую роль в регуляции многих физио-
логических (таких как локомоторная, эндокрин-
ная) (Баришполец и др., 2009) и когнитивных (в
частности, обучение и память) (Cools, 2008) функ-
ций центральной нервной системы. Развитие ка-
техоламинергической системы у крыс начинается к
концу второй недели эмбрионального онтогенеза
(Gates et al., 2006; Bissonette, Roesch, 2016), а окон-
чательное формирование катехоламинергических
структур головного мозга приходится на конец
четвертой недели постнатального развития (Ka-
linina et al., 2012). Однако критическими периода-
ми развития этой медиаторной системы считается
именно первый месяц постнатального онтогенеза,
что подтверждается долговременным изменением
системы и регулируемых ею функций при воздей-

ствии на организм лабораторных животных в дан-
ный период (Bonnin et al., 1996; Калинина, Дыга-
ло, 2013; Сухарева и др., 2016).

Вместе с закладкой катехоламинергических ней-
ронов мозга, в этих клетках начинается экспрессия
тирозингидроксилазы (ТГ) – фермента, катализи-
рующего первый этап биосинтеза как дофамина,
так и норадреналина (Ugrumov et al., 1989, 2002).
Вследствие этого, присутствие в клетке тирозин-
гидроксилазы свидетельствует о ее способности к
синтезу катехоламинов, что позволяет считать
данной фермент маркером катехоламинергиче-
ских нейронов. Низкие при рождении уровни
мРНК тирозингидроксилазы у грызунов увели-
чиваются с возрастом, однако у динамики изме-
нения экспрессии, активности фермента и харак-
тера его распределения существуют региональ-
ные особенности (Kalinina et al., 2012).

Наряду с развитием, важным фактором, вли-
яющим на функционирование нервной систе-
мы, является старение. Этот естественный про-
цесс характеризуется прогрессирующим сниже-
нием физиологических функций организма. В
ходе исследований было доказано, что прогрес-
сирующие поражения ЦНС при старении как на
структурном, так и на функциональном уровне
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напрямую связаны с нейродегенеративными рас-
стройствами, развитие которых обусловлено изме-
нением активности катехоламинергической си-
стемы головного мозга (Hamezah et al., 2017).

Особую роль катехоламины играют в функцио-
нировании лимбической системы головного мозга.
Одной из ключевых ее структур является цингуляр-
ная кора, которая находится на медиальной по-
верхности мозга между поясной бороздой и мозо-
листым телом. Цингулярная кора – высокофунк-
циональная область головного мозга с особой
структурной организацией (Vogt et al., 2004). Она
принимает участие в регуляции многих функций
организма, от обработки информации до слож-
ных когнитивных и социальных реакций (Rush-
worth et al., 2011). Еще один отдел коры головного
мозга, тесно связанный с лимбической системой –
инсулярная кора – у грызунов располагается на
боковой поверхности полушария над носовой бо-
роздой. Это – особый сайт мультимодальной ин-
теграции сенсорных, эмоциональных и когни-
тивных систем ЦНС, связанный с корой (лобная,
теменная и височную доли, а также лимбическая
кора), базальными ганглиями и другими отделами
мозга (такими как таламус) (Gogolla, 2017; Kortz,
Lillehei, 2021; Livneh, Andermann, 2021). Как и цин-
гулярная кора, инсулярная область имеет свои
структурные особенности. Многие анатомические
и функциональные свойства этой области счита-
ются у грызунов и людей общими (Gogolla, 2017).
Эти факторы обеспечивают области инсулярной
коры пристальное внимание как в фундаменталь-
ных нейробиологических, так и в клинических
исследованиях.

Несмотря на важность выяснения процессов,
обеспечивающих развитие катехоламинергиче-
ской системы обозначенных областей головного
мозга, механизмы, лежащие в их основе, до сих пор
остаются не вполне понятными. Предполагается,
что всесторонняя характеристика морфологиче-
ских процессов, происходящих в катехоламинерги-
ческой системе неокортекса в ходе развития и
нормального старения, может помочь сформиро-
вать представление об организации малоизучен-
ных отделов коры.

В связи с этим, целью настоящего исследова-
ния стало изучение динамики морфологических
изменений катехоламинергических структур ко-
ры головного мозга крыс, происходящих в поста-
натальном онтогенезе, с применением иммуно-
гистохимического окрашивания на тирозингид-
роксилазу.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве материала для исследования ис-
пользовали срезы головного мозга крыс-самцов
породы Вистар, взятые на разных сроках постна-

тального онтогенеза: 7-е (P7), 30-е (P30) постна-
тальные сутки, половозрелые (5–6 мес.) и старые
(23 мес.) животные (n = 3 для каждого срока). При
содержании и умерщвлении животных соблюда-
ли основные принципы Европейской Конвенции
о защите позвоночных животных, используемых
для экспериментов или в иных научных целях
(Страсбург, 1986 г.), “Правила проведения работ с
использованием экспериментальных животных”
(приказ № 755 от 12.08.1977 г. МЗ СССР) и “Пра-
вила надлежащей лабораторной практики” (при-
каз № 199н от 01.04.2016 г. Минздрава России).
Исследование одобрено локальным этическим
комитетом ФГБНУ ИЭМ (заключение № 1/20 от
27.02.2020). Материал фиксировали в цинк-эта-
нол-формальдегиде (Korzhevskii et al., 2015) и зали-
вали в парафин по общепринятой методике. Изго-
тавливали фронтальные срезы толщиной 5 мкм и
наклеивали их на предметные стекла с адгезив-
ным покрытием “Superfrost Ultra Plus” (Menzel
Gläser, Германия). После депарафинирования и
регидратации препаратов проводили тепловое де-
маскирование антигена в модифицированном
цитратном буфере (S1700, Agilent, США) в тече-
ние 24 мин. Ингибирование эндогенной перок-
сидазы осуществляли путем обработки срезов
3%-ным водным раствором перекиси водорода в
течение 10 мин. Для выявления катехоламиергиче-
ских структур использовали кроличьи поликло-
нальные антитела к тирозингидроксилазе (ab112,
Abcam, Великобритания) в разведении 1 : 1000. В
качестве вторичных реагентов использовали ко-
зьи антикроличьи антитела, конъюгированные с
пероксидазой хрена из набора Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB IHC Detection Kit (ab236466,
Abcam, Великобритания). Для визуализации про-
дукта реакции использовали хромоген 3,3'-диа-
минобензидин из набора DAB+ (Agilent, США).
Часть срезов подкрашивали квасцовым гематок-
силином. Полученные препараты анализировали
с использованием микроскопа Leica DM750 (Гер-
мания) и фотографировали с помощью фотока-
меры ICC50 (Leica, Германия). Для анализа изоб-
ражений использовали программу ImageJ (Wayne
Rasband (NIH), США).

Чтобы получить препараты для исследования
на конфокальном сканирующем микроскопе, сре-
зы после инкубации во вторичных антителах и от-
мывки в буфере обрабатывали раствором козьих
антител против пероксидазы хрена, конъюгиро-
ванные с флуорохромом Cy3, в который добавляли
ДНК-связывающий краситель SYTOX Green до ко-
нечной концентрации красителя 0.6 мкг/мл (Invit-
rogen, США). Анализ и фотографирование гисто-
логических препаратов проводили с помощью
сканирующего конфокального микроскопа Zeiss
LSM 800, оснащенного системой Airyscan (Carl
Zeiss AG, Германия). Использовали объективы
Plan-Apochromat 20×/0.8 M27 и Plan-Apochromat
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63×/1.40 Oil DICM27 (масляная иммерсия). Для
возбуждения флуоресценции Cy3 применяли ла-
зер с длинной волны 561 нм, для SYTOX Green –
488 нм. Анализ полученных изображений про-
водили при помощи компьютерной программы
Zen-2012 (Zeiss, Германия).

Для оценки плотности распределения волокон
измеряли общую площадь (area), занимаемую от-
ростками катехоламинергических клеток (в квад-
ратных мкм) в рамке 175 × 198 мкм на увеличении
×40, затем стандартизировали по длине шкалы в
1 мм. Статистическую обработку проводили в
программе GraphPad Prism 8 (GraphPad Software,
США). Данные представляли в виде среднего
значения ± ошибки средней. На основании про-
верки на соответствие нормальному распределе-
нию с помощью критерия Шапиро–Уилка, для
сравнения данных применяли однофакторный
дисперсионный анализ (one-way ANOVA), с после-
дующим сравнением групп с помощью post-hoc-
критерия Тьюки, либо однофакторный дисперси-
онный анализ Краскела–Уоллиса с применением
post-hoc-критерия Данна. Распределение считали
соответствующим нормальному при P > 0.05. Раз-
личия считали достоверными при P < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате иммуногистохимической реакции
на срезах переднего мозга крыс выявляются от-
ростки и тела катехоламинергических нейронов.

В слоях неокортекса на 7-е постнатальные сут-
ки распределены редкие ТГ-иммунореактивные
волокна. В первом слое коры они представлены, в
основном перерезанными поперек отростками
нейронов (рис. 1). В низлежащих слоях располо-
жены тонкие волокна с четкообразными утолще-
ниями. Отдельные волокна могут прослеживать-
ся на небольшом расстоянии в толще нейропиля.
Плотность их распределения неравномерна в раз-
личных слоях коры: наиболее высокая в верхних и
нижних слоях, низкая – в средних. В шестом слое
коры содержится большое количество горизон-
тальных катехоламинергических волокон. Область
пояса и первый слой цингулярной коры заполнены
крупными перерезанными поперек интенсивно
окрашенными отростками. Что касается различий
между разными регионами кортекса, наибольшей
плотностью распределения ТГ-иммунопозитив-
ных отростков отличается инсулярная область
коры (в сравнении с сенсомоторной корой, Shapiro–
Wilk test P < 0.05, Kruskal–Wallis test, post-hoc кри-
терий Данна P < 0.05) (рис. 2, 3).

Помимо отростков, в коре могут располагать-
ся единичные тела катехоламинергических ней-
ронов. Это довольно крупные клетки овальной
или звездчатой формы, от сомы которых отходит
один ветвящийся отросток. Наиболее часто они
встречаются в VI слое M2 области сенсомоторной
коры и в пириформной коре (рис. 4).

К 30-м постнатальным суткам незначительно
возрастает интенсивность реакции за счет усиле-

Рис. 1. Возрастные изменения катехоламинергических волокон в цингулярной коре. (а) – 7-е сут постнатального раз-
вития, (б) – 30-е сут постнатального развития, (в) – половозрелое животное, (г) – старое животное, (д) – динамика
изменения плотности распределения ТГ-положительных волокон цингулярной коры в ходе постнатального онтоге-
неза и при старении. Стрелки указывают на катехоламинергические волокна. P7, P30 – 7, 30 сут постнатального раз-
вития соответственно. P-value: ** – <0.01; *** – <0.001.
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Рис. 2. Морфологические изменения, происходящие с ТГ-положительными волокнами в области сенсомоторной ко-
ры в ходе постнатального онтогенеза и при старении. (а) – 7-е сут постнатального развития, (б) – 30-е сут постнаталь-
ного развития, (в) – половозрелое животное, (г) – старое животное, (д) – динамика изменения плотности распреде-
ления ТГ-положительных волокон сенсомоторной области коры. Стрелки указывают на катехоламинергические во-
локна. P7, P30 – 7, 30 сут постнатального развития соответственно. P-value: * – <0.05; ** – <0.01.
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Рис. 3. ТГ-положительные волокна инсулярной коры в ходе постнатального онтогенеза и при старении. (а) – 7-е сут
постнатального развития, (б) – 30-е сут постнатального развития, (в) – половозрелое животное, (г) – старое живот-
ное, (д) – динамика изменения плотности распределения ТГ-положительных волокон инсулярной коры в ходе пост-
натального онтогенеза и при старении. Стрелки указывают на катехоламинергические волокна. P7, P30 – 7, 30 сут
постнатального развития соответственно. P-value: * – <0.05; *** – <0.001.
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ния ветвления ТГ-положительных отростков в
пределах коры. В первом слое поясной коры волок-
на активно ветвятся (см. рис. 1б), однако, их ветви
в большинстве случаев не выходят за пределы слоя,
что подтверждается методами конфокальной мик-
роскопии. Данное наблюдение неприменимо для
вертикально направленных редковетвящихся во-
локон III–V слоев, которые могут проходить через
несколько слоев коры. В VI слое и поясе наблюдали
в основном перерезанные попeрeк волокна с высо-
кой интенсивностью иммуногистохимической ре-
акции.

Плотность волокон резко снижается в сенсомо-
торной коре (Shapiro–Wilk test P > 0.05, ANOVA,
post-hoc критерий Тьюки P < 0.05). Интенсив-
ность реакции в этой области коры невысокая и
возрастает в прилегающем к белому веществу
VI слое за счет наличия в нем умеренного количе-
ства горизонтальных волокон. Как и у 7-ми днев-
ных животных, у крыс, достигших возраста 1 мес.,
ярковыраженной иммуногистохимической реак-
цией обладает инсулярная кора (рис. 3б). Для ее
первого слоя характерно наличие поперечнопере-
резанных отростков катехоламинергических кле-
ток. В отличие от области поясной коры, длинных
ветвящихся волокон в первом слое почти не встре-
чается. Средние слои инсулярной коры заполнены
большим количеством тонких сильноветвящихся
волокон. В основном эти ветви не выходят за пре-
делы своих слоев. Для инсулярной и цингулярной
областей коры на этом сроке характерна примерно
одинаковая интенсивность послойного распреде-
ления ТГ-иммунопозитивных волокон. ТГ-имму-
ноположительные нейроны на этом сроке не на-
блюдали.

У половозрелых животных происходит увели-
чение плотности распределения волокон в ней-
ропиле инсулярной и цингулярной областей ко-
ры (а также в M2 области сенсомоторной коры,
прилежащей к цингулярной). В остальной сенсо-
моторной коре наблюдали очень слабую реакцию

во всех слоях кроме шестого. Наиболее плотно в
цингулярной коре располагаются волокна в верх-
них и средних слоях, и наоборот, в области инсу-
лярной коры большое количество сильноветвя-
щихся отростков выявляли в средних и нижних
слоях. На этом исследуемом сроке также выявля-
ются единичные катехоламинергические нейро-
ны. Их наблюдали реже, чем у 7-дневных живот-
ных и только в нижних слоях прилежащей к цин-
гулярной коре M2 области сенсомоторной коры.

В ходе исследования препаратов коры старых
животных визуально отмечалось увеличение ТГ-
положительных волокон в сенсомоторной коре
при снижении общей интенсивности окрашива-
ния. При старении отростки сенсомоторной и
цингулярной областей коры начинают более ин-
тенсивно ветвиться (рис. 1г, 2г). С помощью мор-
фометрического анализа было показано, что пло-
щадь, занимаемая отростками катехоламинергиче-
ских нейронов, увеличивается в сенсомоторной
коре (Shapiro–Wilk test P > 0.05, ANOVA, post-hoc
критерий Тьюки, P < 0.05), однако, остается при-
мерно одинаковой в цингулярной и инсулярной
областях коры в сравнении с половозрелыми жи-
вотными (Shapiro–Wilk test P > 0.05, ANOVA,
post-hoc критерий Тьюки, P > 0.05). На этом сро-
ке, как и у 30-дневных животных, ТГ-положи-
тельных клеток в неокортексе не выявляли, но
наблюдали редкие нейроны в прилегающих к ко-
ре проводящих путях мозолистого тела (рис. 4в).

Данные результаты были проверены с исполь-
зованием методов конфокальной микроскопии.
Для этого проводили последовательное сканиро-
вание участков сенсомоторной коры по оси Z с
шагом 0.2 мкм, что позволило получить трехмер-
ные реконструкции выбранных областей с конеч-
ной толщиной 3 мкм. Было выявлено, что описан-
ное на световом уровне распределение ТГ-имму-
нопозитивных волокон в области сенсомоторной
коры наблюдается и при применении высокоточ-
ных методов сканирующей конфокальной лазер-

Рис. 4. ТГ-иммунопозитивные клетки в коре головного мозга крыс разного возраста. (а) – 7-е сут постнатального раз-
вития, VI слой цингулярной коры, (б) – 7-е сут постнатального развития, III слой пириформной коры, (в) – старое
животное, белое вещество. Стрелки указывают на катехоламинергические клетки.
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ной микроскопии (рис. 5). Как показал анализ
оптических срезов, для области сенсомоторной
коры старых животных характерно усиление им-
муногистохимической реакции вследствие более
активного ветвления катехоламинергических во-
локон.

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное исследование показало неодно-

родность распределения ТГ-иммуноположитель-
ных волокон и терминалей в конечном мозге.
Наиболее интенсивно окрашенные области со-
ответствуют корковым отделам лимбической си-
стемы, тесно связанными с мезокортикальными
дофаминергическими нейронами в VTA и SN и
норадренергических нервных клеток голубого пят-
на (Fallon, 1981; Ohara et al., 2003). Довольно интен-
сивно окрашены нижние слои коры и область
пояса, в которых проходят проводящие пути
(Григорьев и др., 2018). При этом катехоламинер-
гические волокна распределены по всему неокор-
тексу старых животных примерно с одинаковой
интенсивностью.

Важно упомянуть, что, согласно литератур-
ным данным (Brownstein et al., 1974; Nomura et al.,
2014), кора головного мозга крысы получает до-
статочно интенсивную норадренергическую
иннервацию. Наряду с этим, недостатком ис-
пользуемого метода является невозможность
определить точную медиаторную принадлеж-
ность наблюдаемых в коре терминалей. Помимо
ТГ, которая является ферментом, лимитирую-
щим скорость синтеза катехоламинов, существу-
ют также специфические ферменты, катализиру-

ющие реакции синтеза дофамина, норадреналина
и адреналина: декарбоксилаза ароматических ами-
нокислот, дофамин β-гидроксилаза и фенилэта-
ноламин-N-метилтрансфераза соответственно.
Однако, декарбоксилаза ароматических аминокис-
лот также катализирует образование серотонина из
5-гидрокситриптофана, а наличие в коре головного
мозга адренергической иннервации остается дис-
куссионным вопросом. Определенной трудно-
стью в оценке отдельных элементов катехолами-
нергической системы с помощью исследования
экспрессии тирозингидроксилазы является также
и наличие в головном мозге так называемых мо-
ноферментных нейронов, содержащих только
один из ферментов каскада синтеза дофамина и
участвующих в кооперативном синтезе нейро-
трансмиттера (Угрюмов, 2009). Таким образом,
использование предложенной методики позво-
ляет опосредованно анализировать как развитие
катехоламинергической системы головного моз-
га, так и влияние на нее нормального старения.

Особый интерес к изучению постнатального
развития катехоламинергической системы коры
головного мозга возник из-за данных, иллюстри-
рующих постепенное улучшение результатов в
когнитивных задачах, опосредуемых дофаминер-
гической системой, в течение молодого возраста
и до достижения половой зрелости (Reynolds,
Flores, 2021). Так было выявлено, что активность
дофамина в лобных отделах коры линейно увели-
чивается от рождения и до достижения половой
зрелости, предположительно в ходе позднего
формирования катехоламинергической иннерва-
ции (Berger et al., 1985; Reynolds et al., 2018; Reynolds,
Flores, 2021). Сообщается, что созревание дофа-

Рис. 5. Первый слой сенсомоторной коры у половозрелых и старых животных. Конфокальная лазерная микроскопия,
иммуногистохимическая реакция на ТГ (красный цвет) с подкраской SYTOX Green (зеленый цвет), двухмерная про-
екция Z-серии толщиной 3 мкм. (а) – половозрелое животное, (б) – старое животное. Стрелки указывают на ТГ-по-
ложительные волокна.

10 мкм

(a) (б)

10 мкм
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минергической иннервации коры продолжается в
постнатальном развитии и созревает к 60-м пост-
натальным суткам (Areal, Blakely, 2020). В отличие
от коры, изменения активности дофамина после
первого месяца постнатального развития и до
взрослого возраста в подкорковых структурах (а
именно, в полосатом теле и обонятельном бугорке)
не связано с изменениями плотности иннервации
катехоламинергическими нейронами, поскольку
мезолимбический и нигростриарный пути у грызу-
нов формируются к 20-м постнатальным суткам
(Voorn et al., 1988; Björklund, 1992), поэтому после
этого периода плотность TГ-положительных во-
локон в подкорковых структурах не изменяется
так, как в коре. В отношении же норадренергиче-
ской системы головного мозга отмечают доста-
точно быстрое градуальное созревание норадре-
нергической иннервации неокортекса. При
этом уже на 9-е постнатальные сутки активность
норадренергической системы достигает уровня,
характерного для половозрелых крыс (Levitt,
Moore, 1979). Другие исследования с применени-
ем методов иммуногистохимии показывают, что
несмотря на то, что морфологическая картина
распределения норадренергических волокон в
коре к 14-му дню постнатального развития соот-
ветствует таковой у половозрелых крыс, плот-
ность их иннервации устанавливается лишь к
концу третьей недели постнатального онтогенеза
(Latsari et al., 2002). С помощью количественного
анализа, проведенного в настоящем исследова-
нии, показано, что плотность ТГ-положительных
волокон с возрастом имеет тенденцию к увеличе-
нию в областях коры, относящихся к лимбиче-
ской системе. Таким образом, полученные нами
данные косвенно иллюстрируют этот феномен.

В соответствии с отмеченным ранее, для сенсо-
моторной коры характерна другая морфологиче-
ская картина: в данной области сохраняются отно-
сительно постоянные значения плотности воло-
кон с первой недели постнатального онтогенеза и
до взрослого возраста с последующим резким
увеличением этих значений при старении. Инте-
ресно, что в остальных изученных областях в ходе
нормального старения не наблюдается видимых
морфологических и морфометрических измене-
ний. При этом, общая интенсивность окрашива-
ния срезов головного мозга старых животных в
сравнении с половозрелыми, снижается.

Можно предположить, что это изменение
может быть компенсаторными и связанными с
уменьшением общего числа катехоламинерги-
ческих нейронов в ходе старения. Одним из
процессов, развивающихся в ходе старения, яв-
ляется усиление окислительного стресса. Окис-
лительный стресс, по-видимому, в большей сте-
пени влияет на области, связанные с контролем
движений (Cardozo-Pelaez et al., 1999; Norrara et al.,
2018). Нейродегенеративный процесс развивает-

ся в ходе аутоокислительного процесса при образо-
вании радикалов, которые в конечном итоге ухуд-
шают биохимическое, физиологическое и морфо-
логическое состояние тканей (Finkel, Holbrook,
2000; Luo, Roth, 2004). Поэтому представляется ло-
гичным возникновение компенсаторных механиз-
мов, препятствующих развивающимся в ходе старе-
ния нейродегенеративным процессам.

И наоборот, увеличение плотности ТГ-положи-
тельных волокон может быть признаком развиваю-
щихся когнитивных нарушений. Так, например,
увеличение количества глутаматергических преси-
напсов в лобных долях коры положительно корре-
лировало с ухудшением когнитивных функций у
пациентов со слабыми когнитивными нарушения-
ми (Bell et al., 2007). Хотя это интересное наблюде-
ние, его физиологические и поведенческие послед-
ствия для организма еще недостаточно изучены.
Известно, что уровни катехоламинов положитель-
но регулируются такой сигнальной молекулой как
глиальный нейротрофический фактор (Glial cell
line-derived neurotrophic factor, GDNF) (Arenas et al.,
1995; Zaman et al., 2003; Grondin et al., 2019). Иссле-
дование Матсунаги и соавт. показало, что при ста-
рении уровень экспрессии GDNF в лобной коре
увеличивается (Matsunaga et al., 2006), что может
способствовать росту волокон, и, таким образом,
может частично объяснить наблюдаемое увеличе-
ние плотности катехоламинергических отростков.
Предполагается также возможным, что данное
компенсаторное увеличение плотности волокон
связано со снижением количества рецепторов ка-
техоламинов на клетках-мишенях при старении
(Weiss et al., 1979). Отдельно необходимо отметить
тот факт, что ТГ-положительные отростки в сенсо-
моторной коре у половозрелых животных пред-
ставлены, в основном, норадренергическими во-
локнами (Nomura et al., 2014). Однако, в связи с
ограничениями метода, не представляется воз-
можным проверить, сохраняется ли подобное ме-
диаторное соотношение у стареющих крыс или,
наоборот, рост волокон связан с активностью до-
фаминергической системы. Таким образом, дан-
ное наблюдение нуждается в дальнейших иссле-
дованиях.

Неожиданный результат, полученный нами в
ходе исследования срезов на световом уровне, за-
ставил нас предпринять дополнительную провер-
ку с помощью анализа оптических срезов конфо-
кального микроскопа, толщина которых задается с
помощью программного обеспечения настройками
сканирования. Таким образом, изображения, полу-
ченные с конфокального микроскопа, нивелиру-
ют возможные погрешности толщины изготовляе-
мых парафиновых срезов, и сводит к минимуму
связанное с этими погрешностями получение
ложноположительных результатов. Поскольку
описанные нами на световом уровне результаты
воспроизводятся с применением высокоточных ме-
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тодов сканирующей конфокальной микроскопии,
мы действительно можем полагать, что у катехо-
ламинергических волокон сенсомоторной коры
существуют свои структурные особенности, ко-
торые проявляются в ходе старения.

Что касается ТГ-иммунопозитивных нейро-
нов, которые наблюдали в коре, то отмечается,
что эти клетки присутствуют у разных видов
(Berger et al., 1985; Satoh, Suzuki, 1990; Weihe et al.,
2006), причем особенно многочисленны они в
неокортексе человека (Benavides-Piccione, DeFe-
lipe, 2007). У грызунов катехоламинергические
нейроны обнаруживают в глубоких слоях кортек-
са на разных сроках раннего постнатального раз-
вития, включая 60-е сут, причем количество их
достигает максимума к концу второй недели, и
затем постепенно снижается (Berger et al., 1985;
Satoh, Suzuki, 1990). По всей видимости, наличие
этих клеток характерно для кортекса на любом сро-
ке постнатального развития, а отсутствие их на сре-
зах скорее связано с низкой частотой встречаемо-
сти у более взрослых животных по сравнению с
7-дневными. Предполагается, что снижение коли-
чества ТГ-иммунопозитивных клеток происходит
не из-за программируемой клеточной гибели, а
вследствие изменений количества базального уров-
ня фермента, присутствующего в этих клетках. Так-
же высказывается предположение, что по крайней
мере некоторые клетки коры, продуцирующие
тирозингидроксилазу принадлежат к субпопуля-
ции кальретинин-содержащих ГАМК-ергиче-
ских интернейронов (Asmus et al., 2008). Другие
исследования показывают, что тирозингидрокси-
лаза колокализуется в клетках кортекса с холиаце-
тилтранзферазой (ХАТ) и вазоактивным интести-
нальным пептидом (ВИП) (Asmus et al., 2011). По-
добная колоколазация, однако, по-видимому,
нехарактерна для нейронов коры головного мозга
человека (Asmus et al., 2016). Поскольку известно,
что ХАТ, кальретинин и ВИП экспрессируют ин-
тернейроны, относящиеся к большой группе кле-
ток, содержащих рецептор 5HT3a, а экспрессирую-
щие кальретинин, но не ХАТ и ВИП – к соматоста-
тин-содержащим интернейронам (Tremblay et al.,
2016), можно полагать, что клетки, наблюдаемые
нами в коре, относятся к двум крупнейшим си-
стематическим группам ГАМК-ергических ин-
тернейронов коры мозга крысы.

ВЫВОДЫ

В настоящем исследовании проведена сравни-
тельная характеристика катехоламинергической
системы трех отделов коры головного мозга на
протяжении постнатального онтогенеза.

Проанализированы различия между областя-
ми коры, относящимся к разным функциональ-
ным системам и установлено, что плотность ка-

техоламинергических волокон в сенсомоторной
коре возрастает при старении.

Наши результаты показывают, что при старе-
нии возрастает плотность катехоламинергиче-
ских волокон в сенсомоторной коре. Этот про-
цесс подразумевает изменения уровней катехо-
ламинов (дофамина и норадреналина) в головном
мозге и может оказывать влияние на связанные с
когнитивными нарушениями поведенческие изме-
нения, которые наблюдаются при старении.

В настоящем исследовании показано, что ме-
тод конфокальной микроскопии обладает более
широкими возможностями для количественного
анализа результатов иммуноцитохимического ис-
следования и может использоваться для анализа
распределения тирозингидроксилазы.
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Catecholaminergic Rat’s Forebrain Structures 
in Early Postnatal Development and Aging

V. A. Razenkova1, * and D. E. Korzhevskii1

1Institute of Experimental Medicine, ul. Akad. Pavlova, 12, Saint Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: valeriya.raz@yandex.ru

The aim of the study was to investigate morphological changes that occur in cortical catecholaminergic fore-
brain structures of Wistar rats during postnatal development. Rat’s forebrain sections at different stages of
postnatal development (postnatal day 7, postnatal day 30, 4 to 6 months and 23 months) were studied using
immunohistochemistry methods. It has been shown, that distinct cortical areas perform unique distribution
of catecholaminergic fibers due to their functional features. Age-related changes in density of the distribution
of catecholaminergic fibers were analyzed, and it has been stated that the density of catecholaminergic fibers
in the sensorimotor cortex increases with aging. It has been demonstrated that confocal laser scanning mi-
croscopy offers a wide variety of opportunities for qualitative and quantitative analysis of immunohistochem-
ical results and can be a useful tool for tyrosine hydroxylase distribution studies.

Keywords: tyrosine hydroxylase, forebrain, development, aging, immunohistochemistry
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Ксенотрансплантация кожи человека мышам с иммунодефицитом является одной из наиболее
адекватных моделей для изучения механизмов регенерации и, таким образом, открывает широкие
перспективы для исследований в областях современной клеточной биологии и регенеративной ме-
дицины. Разработанная в нашей лаборатории модель ксенотрансплантации полнослойного кожно-
го лоскута позволила нам впервые описать динамику восстановления дермы и подкожной жировой
клетчатки человека. Исследована экспрессия и активация белка YAP1 в ходе регенерации эпидер-
миса, волосяных фолликулов (ВФ), папиллярной дермы (ПД), на основе чего были сделаны пред-
положения о характере некоторых клеточных и молекулярных процессов в ходе регенерации кожи
человека.

Ключевые слова: регенерация кожи, ксенотрансплантация, волосяные фолликулы, эпидермис, па-
пиллярная дерма, адипоциты, YAP1
DOI: 10.31857/S0475145022020100

ВВЕДЕНИЕ
Ксенотрансплантация кожи человека делает

возможным изучение процессов регенерации в
норме, при моделировании заболеваний или те-
стировании лекарственных препаратов. В работе
была использована ранее разработанная нашим
коллективом модель ксенотрансплантации пол-
нослойного кожного лоскута человека (Kalabu-
sheva et al., 2020). Подобный ксенотрансплантат
позволяет изучать не только регенерацию эпи-
дермиса, которая подробно рассмотрена в ранее
опубликованных работах (например, Kappes et al.,
2004), но и исследовать динамику восстановле-
ния дермы и подкожной жировой клетчатки, а
также морфологию волосяных фолликулов, ко-
торые ранее изучались преимущественно на
клетках и тканях лабораторных животных (на-
пример, Chermnykh et al., 2018; Vsevolodov et al.,
2021). Отдельной областью интереса в нашем ис-
следовании было изучение активации сигналинга
YAP1 в различных структурах кожи человека в хо-
де регенерации. Повышенный процент клеток с
ядерной локализацией YAP1 коррелирует с ги-
перпролиферативным и воспалительным фено-

типом (Jia et al., 2018), в то же время снижение его
экспрессии связывают с хроническими незажива-
ющими ранами (Yu et al., 2017). Применение моде-
ли ксенотрансплантации полнослойного лоскута
кожи человека позволит исследовать экспрессию и
активность YAP1 как в эпидермисе и ВФ, так и в
различных слоях дермы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Биоптаты кожи волосистой части головы были
получены из МНИОИ им. П.А. Герцена с инфор-
мированного согласия пациентов. Полнослой-
ные кожные лоскуты трансплантировали мышам
линии NOD/SCID (Charles River Laboratories);
всего в работе использовали 15 животных, мышей
содержали в SPF-условиях. Операции проводили
по ранее разработанному и описанному в нашей
лаборатории протоколу (Kalabusheva et al., 2020).
Забор материала проводили на 40, 75 и 110 сут по-
сле трансплантации для получения криосрезов.
Криосрезы использовали для окрашивания гема-
токсилин-эозином (BioVitrum), а также иммуно-
гистохимического окрашивания (используемые
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Рис. 1. Морфология кожи человека после ксенотрансплантации на 40 (а), 75 (б) и 110 (в) сут (скобками отмечены гра-
ницы трансплантата), (г) – интактная кожа, стрелками отмечены ВФ, масштабный отрезок – 500 мкм. (д–з) – увели-
ченные фрагменты препаратов (а–г) соответственно, масштабный отрезок – 500 мкм. (и–м) – окрашивание на Кера-
тин 10 (красный), Кератин 14 (синий), Human Nuclei (зеленый), масштабный отрезок – 100 мкм. (н–п) – измерение
морфологических параметров трансплантированной кожи, ** – p < 0.01, **** – p < 0.0001 относительно интактной кожи.
(р–с) – YAP1 в эпидермисе и ПД человека. Стрелками отмечены примеры YAP1-положительных ядер. Масштабный
отрезок – 100 мкм.
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ЧЕРКАШИНА и др.

антитела: cytokeratin 14, ab181595, Abcam, 1 : 1000;
keratin 10, MA1-06319, Thermofisher, 1 : 200; YAP1,
ab52771, Abcam, 1 : 300, Human Nuclei, MAB1281A4,
Merck, 1 : 100). Фотографии получали на микро-
скопе Keyence BZ-9000 и Leica DMI 6000. Измере-
ния проводили с использованием программного
обеспечения ImageJ и Cell Profiler. Для проведения
попарных сравнений в программе GraphPad Prism
использовали непараметрический критерий Крас-
кела–Уоллиса с поправкой Данна на множествен-
ные сравнения. Данные на графиках представлены
в виде медианы с разбросом в виде 95% доверитель-
ного интервала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Трансплантат успешно интегрируется в ткани

мыши, сохраняются эпидермис, дерма и подкож-
ная жировая клетчатка кожи человека (рис. 1а–1г).

Эпидермис в ксенотрансплантате утолщен
(рис. 1д–1з), особенно в течение первого меся-
ца после трансплантации. Хотя его толщина
значительно уменьшается от 40 сут к 110-м, она
не достигает толщины эпидермиса интактной ко-
жи (рис. 1н). Такая тенденция наблюдается как
при измерении его общей толщины, так и при
анализе базального и шиповатого слоев на основе
иммуногистохимического выявления кератина 10
и 14 (рис. 1и–1м). Низкая скорость регенерации
эпидермиса может быть обусловлена нарушени-
ем микроокружения, в норме формируемого им-
мунными клетками.

ВФ на 40 сут находятся на стадии раннего ана-
гена, на 110 сут они продуцируют стержни волоса
и морфологически соответствуют стадии средне-
го анагена. Регенерация фолликулов несколько
замедленна в сравнении с моделью транспланта-
ции единичных ВФ (Oh et al., 2016), что объясня-
ется большим размером трансплантата в нашей
работе.

Дерма на 40 сут теряет морфологическое разде-
ление на папиллярный и ретикулярный слои, со-
держит воспалительный инфильтрат (рис. 1а). Па-
пиллярный слой выявляется на 75 сут, к 110 сут
морфология дермы полностью соответствует ин-
тактной коже (рис. 1в, 1г, 1о). В исследованиях на
мышах показали, что фибробласты ретикулярной
дермы формируют пул миофибробластов на ран-
них этапах регенерации, далее фибробласты ПД
мигрируют в область повреждения, взаимодейству-
ют с эпидермальными кератиноцитами и контро-
лируют ремоделиривание внеклеточного матрик-
са (Woodley, 2017), что соответствует динамике
восстановления дермы человека, выявленной в
нашей работе.

Исследования, проведенные на лабораторных
животных, выявили вовлеченность клеток жиро-
вой ткани в миграцию фибробластов в область

повреждения (Schmidt et al., 2013), а также в регу-
ляцию цикла ВФ (Rivera-Gonzalez et al., 2014). В
ксенотрансплантате размер адипоцитов подкож-
ной жировой клетчатки меньше значений, полу-
ченных для интактной кожи. В области, прилежа-
щей к ВФ, наблюдается выраженная тенденция к
уменьшению размера адипоцитов от 40 суток к
110 (рис. 1п). Аналогичные изменения наблюдали
на мышах при переходе от стадии цикла ВФ от ран-
него анагена к среднему (Rivera-Gonzalez et al.,
2014), что воспроизводится в нашей модели. В ин-
тактной коже фолликулы находятся на стадии позд-
него анагена, поэтому адипоциты обладают боль-
шим размером.

Экспрессию YAP1 выявили на всех анализиру-
емых сроках в эпидермисе, дерме и ВФ. В фолли-
кулах он имел выраженную активную ядерную
локализацию во внешнем корневом влагалище
независимо от стадии цикла, что соответствует
ранее опубликованным результатам (Elbediwy
et al., 2016). В эпидермисе и ПД ядерная локали-
зация YAP1 встречалась в единичных клетках на
40 и 75 сут после трансплантации (рис. 1р, 1с). В
ходе регенерации при эпителизации раны YAP1
имеет преимущественно ядерную локализацию в
эпидермисе. Поскольку наша модель не имеет
оформленного раневого ложа, мы наблюдаем еди-
ничные клетки в эпидермисе, однако повышенную
экспрессию YAP1 в ПД на 40 сут (рис. 1р). На 110 сут
кератиноциты базального слоя эпидермиса имеют
активную форму YAP1 с ядерной локализацией, в
то время как папиллярные фибробласты облада-
ют только неактивной формой с цитоплазматиче-
ской локализацией. Интересно, что подобный
паттерн распределения встречается именно на
поздних сроках регенерации, и его появление ве-
роятно коррелирует с завершением стадии ремо-
делинга ксенотрансплантата и активацией рези-
дентных иммунных клеток человека.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе работы была описана динамика восста-
новления эпидермиса, дермы, подкожной жиро-
вой клетчатки человека в ксенотрансплантате в
течение длительного срока – 110 сут. Выявлено,
что динамика восстановления дермы и подкож-
ной жировой клетчатки соответствует процессам,
описанным ранее на лабораторных животных.
Выявленный паттерн экспрессии и активности
YAP1 указывает на значительные отличия ксено-
трансплантированной кожи от интактной, что сле-
дует исследовать в дальнейшем в контексте иммун-
ного статуса ксенотрансплантированной кожи.
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Modeling the Regeneration of Human Skin and Hair Follicles
in a Full-Thickness Xenograft
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Xenotransplantation of human skin to immunodeficient mice is one of the most representative models for
studying the mechanisms of regeneration and, thus, expands perspectives for research in modern cell biology
and regenerative medicine. The full-thickness skin strip xenotransplantation model developed in our labora-
tory allowed us to describe the dynamics of restoration of the human dermis and panniculus carnosus. Pattern
of the expression and activation of the YAP1 protein during the regeneration of the epidermis, hair follicles
(HF), papillary dermis (PD) enabled us to make the conclusions about the basis of some cellular and molec-
ular processes involved into the regeneration of human skin.
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Атавизмы с давних времен привлекали внимание людей. Сперва они будили воображение и пред-
ставляли плодотворную почву для мифов и суеверий. С развитием науки они стали предметом на-
учного интереса, и вскоре результаты исследования атавизмов вошли в виде доказательств в теорию
эволюции. И все же на молекулярном уровне их появление оставалось недостаточно исследован-
ным. Недавний прогресс сравнительной геномики и молекулярной биологии развития привел к по-
ниманию процесса, лежащего в основе проявления одного из атавизмов человека – рудиментарно-
го хвоста.

Ключевые слова: полителия, гипертрихоз, рудиментарный хвост (Brachyury)
DOI: 10.31857/S0475145022030041

“We are all mutants. But some
of us are more mutant than others”.

Armand Marie Leroi, Mutants:
On Genetic Variety and the Human Body

ВВЕДЕНИЕ
По определению Вильгельма Ру, в биологии

термин “атавизм” определяет возрождение биоло-
гической структуры, которая была утрачена пред-
шественниками в ходе эволюции (Correns et al.,
1912). Термин “атавизм”, введенный в 1766 г. фран-
цузским ботаником Дюшеном, происходит от ла-
тинского atavis, что примерно соответствует такому
понятию как “предшественник” (Hall, 2010; Zanni,
Opitz, 2013). У человека известен ряд атавизмов:
дальтонизм, лишние соски, увеличенные зубы,
удлиненный копчик – “хвост”, избыток волос и т.д.
Существование атавизмов является большой
проблемой для креационистов, оспаривающих
эволюцию. Атавизмы – это тот непреодолимый
аргумент теории эволюции, который противоре-
чит основной идее креационизма о том, что жи-
вотные и растения существуют в неизменном ви-
де с момента создания.

Атавизм следует отличать от рудимента – при-
знака или органа, постепенно в процессе эволю-
ции теряющего ту функцию, что он выполнял у
предков. Рудимент, хоть и имеет проявление не-
доразвитого признака или органа, но в противо-

вес атавизму в норме широко представлен у осо-
бей данного вида. Примерами рудимента могут
служить так называемые “зубы мудрости” чело-
века – задние коренные зубы, большую часть
жизни не несущие функциональной нагрузки и
отстающие в развитии, остатки волосяного по-
крова на теле, несмотря на разную степень выра-
женности в популяции, нигде не несущие тепло-
изоляционной функции шерсти, и мышцы голо-
вы, ответственные за движения ушных раковин.
Все эти органы и признаки как-то использова-
лись давними предками, но утратили свою функ-
цию в ходе эволюции человека. При этом термин
“рудимент” трактуется шире, обозначая любой,
не обязательно присутствующий в норме, недо-
развитый и нефункциональный признак или ор-
ган. Ниже этот термин используется именно в та-
ком значении.

Выше уже упоминалось, что атавизмы извест-
ны не только у человека, но и у растений и живот-
ных. Некоторые авторы полагают, что даже рак
может быть своеобразной формой клеточного
атавизма, поскольку представляет собой возврат
клеток в их более примитивную форму предково-
го квази-одноклеточного фенотипа (Lineweaver
et al., 2021). Эта довольно экзотичная идея, как
нам кажется, незаслуженно популярна в совре-
менной научной литературе. Что касается публи-
каций на тему эволюции на клеточном уровне, то
среди них можно найти и концептуально проти-
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воположную точку зрения, согласно которой
опухоли выступают в качестве испытательного
полигона для эволюции новых генов (Kozlov,
2010; Matyunina et al., 2019). Тем не менее, мы
предпочитаем рассматривать атавизм с точки зре-
ния биологии развития. Этот подход был деталь-
но исследован авторами, следующими по стопам
Вильгельма Ру, и определяющими атавизм как
“возникновение биологической структуры”
(Zanni, Opitz, 2013; Tubbs et al., 2016).

Далеко не все аномалии развития, часто назы-
ваемые атавизмами, таковыми являются. Приме-
ром может служить гипердонтия – появление до-
полнительного зуба или зубов, чаще всего посто-
янных (Rallan et al., 2013; Belmehdi et al., 2018).
Однако у предков человека дополнительных, тем
более непарных зубов не было. Именно поэтому
данная аномалия развития, являющаяся след-
ствием повышенной активности факторов роста
в дентальной пластинке, не может быть признана
проявлением утраченной в ходе эволюции вида
биологической структуры, т.е. атавизмом.

Тот факт, что биологическая структура или
функция были утрачены, не обязательно означа-
ет, что вместе с ней были утрачены гены, ответ-
ственные за формирование этой структуры. Ча-
сто утрата биологической функции связана с из-
менением регуляция экспрессии этих генов.
Например, экспрессия гена может быть полно-
стью или частично выключена из-за эпигенети-
ческого влияния на регуляторную область, опре-
деляющую экспрессию гена, например, на уровне
энхансеров или посредством вставки мобильных
генетических элементов, таких как транспозоны, в
регуляторную часть генома. Известный американ-
ский изобретатель Т.А. Эдисон (1847–1931) одна-
жды сказал: “Чтобы изобретать, нужно иметь хо-
рошее воображение и кучу хлама”. Очевидно, у
природы было в достатке хорошего воображения
и хватало времени на то, чтобы, покопавшись в
большой куче некодирующей ДНК (98.5% генома
человека), состоящей в основном из транспозо-
нов, регуляторных и повторяющихся последова-
тельностей, найти некоторым из них какое-то,
полезное с точки зрения эволюции, применение.
Например, один из неавтономных мобильных
элементов – Alu-элемент существует в более чем
1 млн копий, что по оценкам составляет 11% ге-
нома человека. В связи с этим было высказано
предположение, что размножение в геноме мо-
бильных элементов играет важную роль в видооб-
разовании (Kazazian, 2004). В процессе эволюции
многие транспозоны приобрели функциональ-
ную роль регуляторных элементов. В частности,
они используются в качестве энхансеров (Oliver,
Green, 2009).

В доказательство того, что Эдисон был прав,
после детального исследования транспозонов, их
выделения и модификации они превратились в
эффективные векторы для доставки ДНК в гено-
мы модельных животных. В настоящее время
именно таким образом транспозоны широко ис-
пользуются при создании трансгенных животных
и мутантов. Встраивание такого транспозона в
геном не только вносит новую наследственную
информацию. Этот процесс зачастую нарушает
структуру ДНК и функцию генов в месте встраи-
вания транспозона (инсерции; Корж, 2008; Korzh,
2007; Kawakami, 2007; Sivasubbu et al., 2007). Уда-
ление такого транспозона под воздействием ак-
тивной транспозазы (белка, инициирующего
транспозицию мобильного элемента) или ге-
номного стресса часто приводит к перемещению
(ремобилизации) транспозона, что может восста-
новить функцию гена, утраченную в результате
инсерции (Parinov et al., 2004; Urasaki et al., 2006;
Kondrychyn et al., 2009). Такая ремобилизация мог-
ла бы вернуть клетки, ткань, орган в состояние,
близкое тому, что существовало в организме пред-
ков до того, как интеграция транспозона в геном
предка вызвала нарушение функции гена и запу-
стила эволюционные изменения.

Намеки на существование причинно-след-
ственных связей между атавизмами и генами на-
чали появляться еще до того, как стала ясна моле-
кулярная природа гена. Хуже было с пониманием
молекулярных механизмов. Во-первых, количе-
ство атавизмов довольно ограничено даже у отно-
сительно хорошо изученного вида, такого как
человек (Gaskill, Marlin, 1989). Во-вторых, гене-
тические модификации могут происходить в не-
кодирующих участках генома, которые, по сравне-
нию с кодирующими участками, гораздо менее
изучены. И все же, эта ситуация постепенно начи-
нает меняться и, прежде всего, потому что число
видов и особей одного и того же вида, геномы кото-
рых секвенированы, лавинообразно растет.

Принимая во внимание принцип канализации
развития Уоддингтона, вполне вероятно, что по-
добные атавистические фенотипы могут возник-
нуть в результате изменений экспрессии или му-
таций более чем одного гена. Например, хорошо
известно, что естественная мутация или экспери-
ментальная инактивация функции нескольких
генов позвоночных животных и насекомых, кото-
рые регулируют развитие глаз (Pax6, Eya, Six3,
Hh), приводят к одному и тому же результату –
отсутствию глаз (Gehring, 2011; Shaham et al.,
2012). Таким образом, результат сверхэкспрессии
“мастера-регулятора” Pax6/eyeless, который вы-
зывает развитие эктопических глаз у позвоноч-
ных и беспозвоночных (Holder et al., 1995; Chow
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et al., 1999), хорошо вписывается в предполагае-
мую схему развития, согласно которой экспрес-
сия одного гена может определять набор регуля-
торных взаимодействий, приводящих к образова-
нию функционального органа, в данном случае
глаза. Логично, что мутация с потерей функции
таких генов могла бы приводить к редукции или
утрате органа (рис. 1), а восстановление функции
гена или генов – если не к полному, то хотя бы ча-
стичному восстановлению органа.

В процессе развития один и тот же результат
может быть достигнут различными способами.
Например, слепота у пещерной рыбы может быть
вызвана увеличением экспрессии гена Shh во вре-
мя эмбриогенеза за счет эпигенетической регуля-
ции, вызванной повышенным метилированием
регуляторных областей этого гена (Yamamoto
et al., 2004; Gore et al., 2018). Известно, что увели-
чение активности Shh влечет за собой увеличение
экспрессии Pax2 за счет экспрессии Pax6, крити-
чески важного мастера-регулятора развития глаза
(Macdonald, Wilson, 1996). У слепого голого зем-
лекопа тот же результат, по-видимому, достигает-
ся комбинацией нескольких инактивирующих
мутаций, влияющих на иные гены, такие как
Cryba4 и Crybb3 (Kim et al., 2011).

Чтобы придать некий порядок сложной и весь-
ма запутанной паутине молекулярных взаимодей-
ствий, ответственных за образование специфиче-
ских тканей и органов, было предложено понятие
сети регуляции генов (СРГ). СРГ состоит “в основ-
ном из функциональных связей между регулятор-
ными генами, которые продуцируют факторы
транскрипции, и их целевыми цис-регуляторными
модулями в других регуляторных генах вместе с ге-

нами, которые экспреcсируют пространственно
важные сигнальные компоненты” (Davidson,
Erwin, 2006). Pax6 относится к одной из таких
эволюционно консервативных СРГ: Pax-Six-Eya-
Dach (PSEDN; Bessarab et al., 2004; Galli-Tsino-
poulou et al., 2014). По всей вероятности, потеря в
эволюции функции генов, от которых зависит ак-
тивность СРГ, может выражаться посредством
формирования рудимента – уменьшения и по-
следующего исчезновения органа (рис. 1), а вос-
становление активности СРГ – в форме атавизма.

Этот пример иллюстрирует то, что современная
биология развития достигла важного рубежа. На-
коплено достаточно знаний о структурах, представ-
ляющих различные атавизмы, и генах, участвую-
щих в этом процессе, для того чтобы исследователи
могли не только предположить какие из изменений
экспрессии генов могут вызвать атавизм, но и про-
верить эти предположения в эксперименте. Воз-
можно, результаты этих экспериментов помогут
более глубоко осознать молекулярные механиз-
мы, лежащие в основе проявления атавизмов?
Может быть, они представят собой отправную
точку дальнейшего анализа истории эволюции
живого на этой планете? А может предоставят до-
полнительные аргументы в долгом споре эволю-
ционистов и креационистов? Ответы на эти во-
просы каждый может попытаться сформулировать
сам. И если иметь в виду последствия упомянутой
выше “канализации” Уоддингтона, становится яс-
но, что проверка всех потенциальных генов-канди-
датов даже при использовании современных мето-
дов высокопроизводительного анализа может за-
нять значительное время. Тем не менее, в последнее
время наблюдается прогресс в установлении при-

Рис. 1. Редукция хвоста в процессе эволюции произошла несколько раз, первый раз у амфибий, а среди млекопитаю-
щих у грызунов и человекообразных обезьян.
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чинно-следственных связей между атавизмами и
изменениями экспрессии некоторых генов, что и
является предметом дальнейшего обсуждения на
примере трех различных атавизмов.

ПОЛИТЕЛИЯ (ДОПОЛНИТЕЛЬНЫЕ СОСКИ)

В отличие от большинства млекопитающих,
имеющих несколько сосков (до 25–27 у опоссу-
мов), у приматов, в том числе у человека, обычно
имеется только два соска. Поэтому появление до-
полнительных сосков у людей рассматривается
как возврат к более примитивной эволюционной
форме, т.е. как атавизм. Следует отметить, что
множественные соски у людей проявляются не
так уж редко (от 0.2 до 5.6%; 31) (Galli-Tsinopou-
lou, Stergidou, 2014).

Анализ раннего этапа формирования молоч-
ных желез был проведен Борисом Балинским в
лаборатории Уоддингтона в конце 1940-х годов
(Balinsky, 1949–1950, 1950), а роль наследствен-
ных факторов в этом процессе была продемон-
стрирована Литтлом и Макдональдом (Little,
McDonald, 1965). У мышей линии A/J количество
молочных желез (и сосков) отличается от 5 пар,
канонических для мышей. Генетический локус,
ответственный за эту вариацию, был назван scar-

amanga (Ska, в честь одного из персонажей филь-
ма о Джеймсе Бонде – “Человек с золотым писто-
летом”). Этот локус был связан с активностью ли-
ганда Erbb4–Nrg3, который, как известно,
действует в качестве сигнала клеточной диффе-
ренцировки для зачатков молочной железы у мле-
копитающих (Howard et al., 2005). Nrg3 и компо-
ненты связанного с Nrg3 сигнального каскада мо-
гут претендовать на роль фактора или факторов
развития, регулирующих полителию у человека, но
это еще предстоит доказать экспериментально.

ГИПЕРТРИХОЗ (ЧРЕЗМЕРНОЕ 
КОЛИЧЕСТВО ВОЛОС)

У людей иногда развивается избыток волос –
состояние, известное как гипертрихоз. У неко-
торых индивидуумов образуются эктопические
участки оволосения, у других волосы покрывают
все тело настолько впечатляюще, что изображе-
ние одной из особ – Тогнины Гонсалвус – было
использовано в качестве первой страницы попу-
лярной книги “Мутанты” А.М. Леруа, переделан-
ной в 2004 г. в документальный фильм Би-би-си
“Мутанты человека”. Леруа перефразировал из-
вестный афоризм Джорджа Оруэлла “Все живот-
ные равны, но некоторые из них более равны, чем
остальные”, для демонстрации того, что все чело-

Рис. 2. Вставка мобильного элемента AluY в интрон между 6 и 7 экзонами гена BRACHYURY (TBXT) у предков челове-
кообразных обезьян вызвала нарушение сплайсинга и понижение уровня трансляции TBXT, что в свою очередь запу-
стило процесс редукции хвоста у потомков этой группы животных и в том числе у человека. (а) – предковое состояние,
(б) – гоминиды.
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вечество является мутантами. Именно версия Ле-
руа, использованная в качестве эпиграфа к этому
обзору, отражает роль мутаций в формировании ге-
нетической разнородности популяции человека.

Гипертрихоз может быть вызван различными
наследственными факторами, начиная от тех, что
ответственны за аномальную нейруляцию (Pax3),
и заканчивая сохранением рудиментарных (эм-
бриональных) волос “лануго” (Sales et al., 2021). С
гипертрихозом связаны несколько генетических
аномалий, и среди них большие внутрихромо-
сомные вставки в интервале в 1.8 × 106 пар нук-
леотидов между генами FGF13 и SOX3 на Х-хро-
мосоме (Zhu et al., 2011; DeStefano et al., 2013).
Учитывая, что один и тот же фенотип может быть
вызван разными вставками, вполне вероятно, что
область места вставки, а не сама вставка, имеет
решающее значение для возникновения такого
фенотипа. Принимая во внимание половой ди-
морфизм по этому признаку у человека (усы, бо-
рода у мужчин и т.п.), кажется закономерным, что
элементы регуляции уровня оволосения располо-
жены именно на половой X-хромосоме. В данной
области содержится несколько генов, кодирующих
различные белки и микроРНК. Некоторые из этих
генов (SOX3, SPANXB1, SPANXC) регулируют раз-
витие мужских зародышевых клеток, тогда как дру-
гие (MCF2) связаны с развитием опухоли грануляр-
ных клеток кожи (https://www.uniprot.org/uniprot/).

У костистых рыб гомолог одного из этих генов –
zic3 существует в виде пары генов с родственным
zic6, потеря которого в процессе эволюции иллю-
стрирует точку разрыва хромосомы между этими
двумя генами (Parinov et al., 2004; Kondrychyn et al.,
2013; Winata et al., 2018). Это может быть одной из
причин отсутствия Zic6 у наземных животных.
Все эти факты наводят на мысль о том, что уча-
сток генома между FGF13 и SOX3 представляет
собой “горячую” точку хромосомных перестроек,
включая внутрихромосомные инсерции, хромо-
сомные деления и слияния. Следует иметь в виду,
что некоторые гены, находящиеся в этом интер-
вале, играют важную роль в формировании обще-
го плана тела или в поддержании жизненно важ-
ных функций. FGF13 действует в качестве регуля-
тора сердечных натриевых каналов Nav1.5, Nav 1.6
и, как таковой, вероятно, участвует в регуляции
сердечного ритма (Poon et al., 2016; Wang et al.,
2017; Minhas et al., 2021), а ZIC3 регулирует асим-
метрию тела (Purandare et al., 2002; Bellchambers
et al., 2021). Как эти функции сочетаются с регу-
ляцией паттерна волосяного покрова, пока неяс-
но. Посему природа генов и механизм их дей-
ствия, вызывающие гипертрихоз, все еще остают-
ся загадочными.

РУДИМЕНТАРНЫЙ ХВОСТ ЧЕЛОВЕКА

Эта статья не имела бы смысла, если бы в ней не
нашлось места для примера, четко доказывающего
связь между восстановлением эволюционно арха-
ичной структуры (или атавизмом) и генетической
активностью. Таким примером может служить ру-
диментарный (нефункциональный) хвост челове-
ка. В отношении этого атавизма вот-вот должны
быть опубликованы новые данные. При этом сле-
дует отметить, что в отношении хвоста связь с не-
которыми из генов уже давно была довольно оче-
видна. Однако потребовались усилия нескольких
поколений биологов-эволюционистов и неверо-
ятные возможности, предоставленные секвени-
рованием всего генома у разных видов, чтобы эту
связь доказать.

Эта история началась в 1921 г., когда Надежда
Добровольская-Завадская (1878–1954) начала ра-
ботать под руководством профессора Клода Рего
(1870–1940) в лаборатории Пастера института
Кюри в Париже. Она провела первый в истории
эксперимент по радиационному мутагенезу мле-
копитающих (мышей), в котором были получены
несколько наследственных мутаций с определен-
ным фенотипом. Одна из мутаций, представленная
делецией, в гомозиготном состоянии вызывала ле-
тальный исход, а у гетерозигот формировался уко-
роченный хвост. Отсюда название мутации –
Brachyury (из греческого, “короткий хвост”; Dobro-
volskaїа-Zavadskaїa, 1927). История этого открытия
была описана в деталях (Корж, 2001; Korzh and
Grunwald, 2001). Напомним, что суммируя свои
исследования мутантов Brachyury, Доброволь-
ская-Завадская писала в 1934 г., что анализ му-
танта позволил сформулировать вопрос о генети-
ческом механизме, ответственном за развитие
хвоста. Морфологические исследования этого от-
клонения от нормы привели ее к предположению
о существовании генов, ответственных за разви-
тие хвоста. Такие гены действуют как основные
специфические регуляторы развития хвоста, ко-
торые инструктируют процесс формирования
этого органа. В процессе органогенеза гены, по-
добные Brachyury, взаимодействуют и сотрудни-
чают с дополнительными генами-модификатора-
ми (Dobrovolskaїа-Zavadskaїa et al., 1934). Легко
заметить, как подставив в это утверждение вместо
Brachyury Pax6, получаем гипотезу о роли Pax6 в
качестве основного регулятора развития другого
органа – глаза.

В своих выводах, сделанных на основании се-
рии исследований Brachyury, Добровольская-За-
вадская значительно опередила развитие науки
того времени. Насколько ценным было открытие
этого мутанта для формирования биологии раз-



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 3  2022

ГЕНЕТИКА АТАВИЗМА 233

вития как науки, можно судить из следующего.
Понадобилось еще 10 лет дальнейших исследова-
ний Brachyury, прежде чем были сформулированы
основополагающие принципы биологии разви-
тия (Gluecksohn-Schoenheimer, 1944). Исследова-
ния Brachyury всегда находились на переднем
крае радиационной и молекулярной биологии,
генетики, биологии развития, кристаллографии.
Brachyury был позиционно клонирован первым
из генов, регулирующих развитие млекопитаю-
щих (Herrmann et al., 1990). Brachyury был одним
из первых транскрипционных факторов млеко-
питающих, для которых с помощью рентгено-
структурного анализа была определена простран-
ственная структура (Müller, Herrmann, 1997). У
рыбки данио первой из мутаций, для которой бы-
ла показана связь с геном, оказалась делеционная
мутация no tail (ntl), которая затрагивает ген данио
tbxta, гомологичный Brachyury (Schulte-Merker et al.,
1994). Естественные мутанты Brachyury выявлены
также у домашних животных, таких как мэнские
кошки (Buckingham et al., 2013), многие породы
собак (bobbed-tailed dogs), например, собственно,
бобтейл и корги (Hytönen et al., 2009). Значитель-
ная редукция или полное отсутствие хвоста пока-
заны и у диких животных, например, тенрека
(Tenrec ecaudatus), крылана Темминка (Megaerops
ecaudatus), грызунов капибары (Hydrochoerus hy-
drochaeris), агути (Dasyprocta), хомяков (Cricetinae) и
морской свинки (Cavia porcellus). Можно ожидать,
что в ближайшее время причина бесхвостости мо-
жет быть проанализирована именно у морских сви-
нок, последовательность генома которых известна.
Также следует отметить, что не у всех пород собак с
врожденным укорочением хвоста найдена мутация
в гене tbxt/Brachyury (Hytönen et al., 2009). Это лиш-
ний раз подтверждает разветвленность СРГ и воз-
можность достижения схожего фенотипа при му-
тации различных, входящих в еe состав генов.

Исследуя формирование каудальной области
позвоночника у человека, анатомы развития пока-
зали, что в развитии человека количество сомитов
достигает максимума на 16-ой стадии Карнеги –
39–41 пара сомитов. Позже это число уменьшается
вследствие запрограммированной клеточной гибе-
ли (апоптоза) пяти пар сомитов в хвостовой области
(Tojima et al., 2018). Таким образом была подготов-
лена почва для того, чтобы связать биологические
предпосылки развития хвоста у млекопитающих с
эволюционными теориями и подкрепить эти ма-
териалы молекулярными доказательствами.

Представим себе на мгновение, что в наше
время студент биоинформатики пишет диплом и
решил изучить все гены, связанные с нарушения-
ми развития хвоста. Это сравнительно несложно с
учетом того, что известны многие мутации, нару-

шающие эволюционно консервативные элемен-
ты молекулярного механизма развития хвоста у
модельных животных, таких как данио и мышь.
Оказалось, что такой студент может легко иден-
тифицировать все эти гены (Tickey-McCrane et al.,
2017). В этом списке: Wnt3a, Tbx6, T/Brachyury
(TBXT), Msgn1, Tbx16, Hox10, Hox11, Hox13, Ptf1a,
Cyp26a1, CXCR2, Ets1/2, Fgfr1, Fgf8, Fgf24, Cdx1, Dld,
Ph2-alfa, Noggin. Первые четыре гена являются
наиболее вероятными кандидатами на роль генов,
дефицит функции которых вызывает отсутствие
хвоста. Wnt3a, Tbx6 и Msgn1 – три критически важ-
ных фактора, которые инициируют образование
параксиальной мезодермы, из которой развивают-
ся позвонки, тогда как T или Brachyury (в 2018 году
переименованный в TBXT для удобства биоинфор-
матиков) действует в индукции пролиферации и
дифференцировки клеток мезодермы хвоста и ту-
ловища. Мутант мыши Wnt3a, который феноко-
пирует Brachyury, был даже назван vestigial tail
(или “рудиментарный хвост”), что дает достаточ-
но точное представление о том, что автор этой
статьи думал о роли мутированного гена в разви-
тии хвоста (Heston, 1951). В ту пору этот ген был все
еще гипотетическим. Wnt3a вновь переоткрыли как
int-4 (Nurse, Varmus, 1982), а клонировали в начале
1990х (Roelink, Nurse, 1991; Krauss et al., 1992;
Nusse, Varmus, 2012).

Судя по всему, авторы диплома Tickey-
McCrane 2017 г. были на правильном пути, со-
славшись на исследования хвостов обезьян Фуде-
ном (Fooden, 1997) и предположив, что “макаки
могут владеть ключом” к тайне хвоста человека. В
отсутствие надежных данных, связывающих раз-
витие рудиментарных хвостов человека с генами,
принимающими участие в развитии, в статьях,
посвященных этой теме, велась несколько умо-
зрительная дискуссия на тему о том, какие из хво-
стов считать настоящими (содержащими позвон-
ки), а какие псевдохвостами. Возможно, в своем
анализе авторы дипломной работы следовали
взглядам Дао и Нетски (Dao, Netsky, 1984) на при-
роду хвоста человека, которые считали, что руди-
ментарные хвосты человека не содержат позвоноч-
ных структур в отличие от хвостов у хвостатых при-
матов. Напротив, детальный морфологический
анализ показал, что некоторые рудиментарные
хвосты человека содержат “дополнительные по-
звонки и соединены с кончиком копчика” (Suga-
mata et al., 1988). В любом случае, строгое опреде-
ление “истинного” хвоста человека в последнее
время было подвергнуто ревизии и предложено
считать, что любой хвост является истинным
(Tubbs et al., 2016).

И уж совсем недавно оказалось, что для ответа
на вопрос о том, какой из генов ответственен за
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формирование рудиментарного хвоста у челове-
ка, понадобилось сравнить эволюцию генов,
участвующих в развитии хвоста у хвостатых и бес-
хвостых (человекообразных) обезьян. Недавний
препринт, который, вероятно, будет опубликован
ко времени публикации этого текста, связал ру-
диментарный хвост человека с эволюционными
изменениями в экспрессии Tbxt (T, Brachyury),
вызванными вставкой AluY – одного из наиболее
распространенных мобильных элементов в гено-
ме человека – в интрон 6 между экзонами 6 и 7
TBXT предка всех человекообразных обезьян,
включая людей (рис. 2). Именно это событие, по
всей вероятности, положило начало цепи эволю-
ционных адаптаций, которые привели к отсут-
ствию хвоста у человекообразных обезьян и чело-
века (Xia et al., 2021). В процессе транскрипции
AluY, вероятно, образует пару со вторым мобиль-
ным элементом AluSx1 в противоположной ори-
ентации, присутствующим в соседнем 5-м интро-
не. Это приводит к формированию простран-
ственного комплекса мРНК TBXT, состоящего из
стебля и петли. Петля заключает в себе экзон 6
TBXT, что вызывает формирование альтернатив-
ного транскрипта TBXT-Δexon6 с частичной поте-
рей активности TBXT. После того как вставка AluY
запустила процесс эволюционной адаптации, ко-
роткий хвост мог, с одной стороны, оказаться небла-
гоприятным фактором для обитания в трехмерной
среде, а с другой – поспособствовать передвиже-
нию на двух ногах. Дополнительные модификации
этого механизма, вероятно, вызвали не только за-
крепление этого признака, но и дальнейшее умень-
шение хвоста.

В данном случае пролить свет на роль укороче-
ния хвоста в эволюции может сравнение собако-
головых (Cercopithecoidea) и человекообразных
(Hominoidea) обезьян. Разделение этих групп про-
изошло, вероятно, незадолго до или сразу после пе-
рехода к преимущественно наземному образу жиз-
ни, связанному с возникновением саванн и разре-
женных лесов вместо части джунглей Африки
около 25 млн лет назад (Andrews, 1992; Senup, 2016).
При этом собакоголовые обезьяны (например, па-
вианы) сохранили как хвост, так и квадрупедаль-
ную локомоцию, тогда как человекообразные, да-
же вернувшись к преимущественно древесному
образу жизни (гиббоны, шимпанзе, орангутанги),
используют брахиацию (лазание с помощью рук)
и несут другие признаки первичной бипедально-
сти. Вероятно, отсутствие хвоста и двуногое хож-
дение имеют прямую связь, возникнув в линии
человекообразных на заре их формирования, од-
нако не являются ограничением для древесного
образа жизни, лишь меняя характер используе-
мой для этого локомоции.

Предлагаемый молекулярный механизм редук-
ции хвоста был успешно воспроизведен у трансген-
ных мышей после введения AluY в Brachyury мышей
в то же самое положение, что у приматов. Это не
только предоставило необходимое эксперимен-
тальное доказательство того, что интеграция AluY
в TBXT отвечает за редукцию хвоста, но и значи-
тельно расширило наши представления о роли
транспозонов в эволюции. Таким образом исследо-
вания Brachyury, первого гена, изменение экспрес-
сии которого, вероятно, запустило эволюционные
изменения редукции хвоста у млекопитающих,
вновь оказались на переднем фронте биологии раз-
вития – науки, которая возникла в значительной
степени благодаря открытию Brachyury в 1927 г. На-
деждой Добровольской-Завадской.

Важно отметить, что исследование Xia et al.
(2021) наводит на мысль о роли дополнительных
факторов развития, таких как гормон щитовид-
ной железы (тиреоидный гормон, ТГ) и ретиное-
вая кислота (РК) в развитии задней части тела.
Для этого необходимо в комплексе рассмотреть
несколько вопросов. Не исключено, что роль AluY
не ограничивается нарушением сплайсинга. Воз-
можно, такие мобильные элементы выполняют
дополнительные регуляторные функции. Извест-
но, что ТГ вызывает резорбцию хвоста во время
метаморфоза у шпорцевой лягушки (Tata, 1968,
2006), тогда как РК несет ответственность за сни-
жение экспрессии Wnt-3a, еще одного потенци-
ального регулятора развития хвоста, мутации ко-
торого приводят к укорачиванию хвоста мышей,
что напоминает синдром каудальной регрессии
(Padmanabhan et al., 1998; Iulianella et al., 1999;
Shum et al., 1999). Известно также, что Alu-повто-
ры содержат сайты связывания факторов тран-
скрипции, зависимых от ТГ и РК (ядерных ре-
цепторов гормонов) (hormone-response elements,
HRE). Каноническим HRE для ТГ-РК является
нуклеотидная последовательность AGGTCA, ко-
торая часто присутствует в Alu-элементах в двух
или более копиях, разделенных промежутком из
двух или четырех нуклеотидов. Многие встречаю-
щиеся в природе HRE отличаются от этого моти-
ва одним или несколькими нуклеотидами (Van-
sant et al., 1995; Piedrafita et al., 1996). Возможно,
инсерция AluY не только нарушает сплайсинг
TBXT, но также, посредством дополнительной ре-
гуляции на уровне связывания ядерных рецепто-
ров, изменяет характер ТГ-РК-зависимых процес-
сов развития, например, резорбцию тканей под
действием ТГ или экспрессию Wnt-3a в зоне дей-
ствия TBXT, что вносит дополнительный уровень
регуляции редукции хвоста.

По всей вероятности, ответы на эти интригую-
щие вопросы будут даны в ближайшем будущем.



ОНТОГЕНЕЗ  том 53  № 3  2022

ГЕНЕТИКА АТАВИЗМА 235

Учитывая мощь современной биоинформатики,
легко предсказать, что публикация (Xia et al.,
2021) запустит процесс активного пересмотра
данных в области биологии развития, относя-
щихся к мутантным фенотипам, напоминающим
те или иные атавизмы. В сочетании с применени-
ем сравнительной геномики это позволит рас-
шифровать молекулярные механизмы разных
атавизмов. Само же изучение генетики атавизмов
позволяет, как видно из примеров выше, лучше по-
нять пути эволюции видов, включая наиболее для
нас интересный – человека. И, хотя проявление
атавизмов явление довольно редкое, однако наво-
дит на мысль, что, несмотря на то, что все мы му-
танты, некоторые из нас, незначительное мень-
шинство, по крайней мере морфологически чуть
менее мутанты, чем большинство.
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The atavisms interested people since the beginning of time. First, they excited imagination and created fertile
grounds for myths and superstitions. As science started to develop, it became a subject of research, which soon
enough yielded evidence to support evolutionary theory. And yet, at the molecular level the manifestation of
atavisms has remained not fully understood. The recent progress of comparative genomics and molecular de-
velopmental biology helped to understand this process and its basis in the case of one of the human atavisms – the
vestigial tail.
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